PCT/FR00/02753 

TRAITE Df XDOPERATION EN MATIER' C E BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 


Destinataire: 

Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlinaton VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qua lite d'office elu 


Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 

10 septembre 2001 (10.09.01) 




Demande Internationale no 
PCT/FROO/02753 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
341347/18217 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
04octobre 2000 (04.10.00) 


Date de priorite (jour/mo is/an nee) 
05 octobre 1999 (05.10.99) 


Deposant 

CAUET, Giiies etc 



1. L'office designe est avise de son election qui a k\% faite: 

| X| dans la demande d'examen prSliminaire international pr6sent6e a ('administration charged de Texamen pr6liminaire 
international le: 

30 avril 2001 (30.04.01) 



j ~~| dans une declaration visant une 6lection ulterieure d6posee aupres du Bureau international le: 



2. Selection [Xj aetefaite 

| | n'a pas 6te faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de I'OMPI 


34, chemin des Colombettes 


R. Forax 


121 1 Geneve 20, Suisse 


no de tel£copieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (Juillet 1992) FR0002753 



PCT 

REQUETE 



Le soussigne rcquiert que la present c demande 
Internationale soit traitee conformement an Truitc de 
cooperation en matierc dc brevets. 



Reserve a P office rcccptcur 



Demande intcrnationalc n° 



Date du depot international 



Norn dc P office rcccptcur cl "Demand c interna tionalc PCT ? 



Reference du dossier du deposanl ou du mandataire (facuHatifl 
(J 2 caracieres an maximum) 34 1 347/1 82 1 7 



Cadre n" I TITRE DE L INVENTION 
PROCEDE DE PREPARATION DE STEROIDES MOD 


IFIES PAR FERMENTATION DE LEVURES 


Cadre n° 11 DEPOSANT 


Nom ct adressc : (Nom de famillc suivi du prenom; pour 1 me person ne morale, designation 
ofTtcieUe complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Lepaysde 
fadresse indiqucc dans ce cadre est I Etat on le deposanl a son domicile st auciin domicile 
n 'est indique ci-dessotts.) 

TRANSGENE S.A. 
11 Rue de Molsheim 
67000 STRASBOURG 
FRANCE 


I I Cctle pcrsonnc est aussi 
■ ' inventcur?" 


n* dc telephone 


n" de telecopicur 


11* de tdleimprmieuf 


jbj^lionalitc (nom dc PElal) : 


Domicile (nom dc PEtat) : 
FR 


Ccttc Dcrsonne est l 1 tousles fonts rTTl tousjes Etats designes saui" 1 1 less Elate-Unis d'Amcrique I I les Etat* indiqucs dans 

r^poJipi pmir 1 | designcs IX| los foate-UnisdAmerique | | sculemenl | | le cache suppIemeiiUire 


Cadre n» III AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) IN VENTE U R(S) 


Nom et adressc : f\ : otn de famillc sitivi du prenom; pour unepersomie morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
Fadresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposanl a son domicile st uucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

CAUET Gilles 

8 Rue du General Leclerc 

67370 GRIESHEIM SUR SOUFFEL 

FRANCE 


Ccttc pcrsonnc est : 
[~] deposanl sculemcnt 

|y | deposant ct inventcur 

j "| inventcur sculemcnt 
(Si cefte case est cochee, 
he pas reniplir la suite.) 


Nationalitc (nom dc PI£taO : 
FR 


Domicile (nom dc PEtat) : 
FR 


Ccttc ocrsonnc est 1 1 lous les State ( 1 lous. Urn Etat* designcs »uf les jWUms d^nenque 1 1 les fciats indices dam? 

^iSSuSli • L- 1 LI Icsfetats-t^nisd ^nerique |XJ sculemcnt L_J »c cadre supplcmenUurc 


[ yj D autrcs deposanls ou invcnlcurs sont indiqucs sur unc fcuillc annexe. 


Cadre n w IV MAN DA T A IR E OU REPR&SENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


La pcrsonnc donl Pidentitc est donncc ci-dessous est ; a etc designee pour agir au nom du 011 rrri manc | a i a irc 1 1 rcprcsentant commun 
des deposanls aupres des anionics intcrnationalcs compete 11 les ? commc: LCJ 1 1 


Nom ct adressc (S'om de famille sitivi du prenom: pour une personne morale, designation officielle 
complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays./ 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis, 

WARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric 

CABINET REGIMBEAU 

26 Avenue Kleber 

75116 PARIS 

FRANCE 


n" de telephone 

01 45 00 92 02 


11" de lelccopiem 

01 45 00 46 12 


n* dc iclcjmprimcur 


I 1 Adresse pour la correspondaucc : cochcr eelte case lorsquc aucun mandataire m rcprcsentant commun n est/n a eU5 desipnc 

LJ ci que Pcspacc ci-dessus est utilise pour indiqucr unc adressc speciale a laquclic la corrcspondancc doit clrc envoyec. 



Formulairc PCT/RO/101 (premiere fcuillc) (juillct 1998: ^impression janvicr 2000) 



» V 



Feuille n° 



Suite du cadre n° 111 AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENT EUR(S) 


Si aucttn des sous-cadres suivunts n 'est utilise, cette feuille tie doit pas etre inctuse dans la requete. 


Nom cl adrcssc : (Nam de famille suivi du prenom; pour tine pcrsonne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Lenays de 
I adresse indtquee dans ce cadre est VEtat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

DEGRYSE Eric 

10 Allee de la Toison d'Or 

94000 CRETEIL 

FRANCE 


Cette pcrsonne csl : 

1 | deposant sculcmcnt 

|X | deposant et invcnicur 

inventcur sculcmcnt 
(Si cette case est cochee, 
nc pas rcmplir la stale.) 


Nationaliie (nom dc PHlai) : 
BE 


Domicile (nom dc THtal) : 
FR 


Cclle pcrsonne csl I I tousles Hints | 1 lous les Etats designcs sauf HT] les tlals-L'nis d'/Vinerique 1 1 les tlats indiqu&t dans 
deposant pour . 1 1 designcs 1 1 les Etats-Unis d'Amerique LtlJ settlement ' • le eadrc supplements ire 


Nom el adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour tme pcrsonne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse tndiquee dans ce cadre est 1 'Etat oh le. deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

VICO Pedro 
Residence le Colvert 
103 Route de Schirmeck 
67200 STRASBOURG 
FRANCE 


Ccttc pcrsonne est : 

£ J deposant sculcmcnt 

\}C\ deposant cl invcnicur 

| [ inventcur sculcmcnt 
(Si cetie case est cochee. 
he pas remplir la suite.) 


Nationnlilc (nom dc I'Elal) : 
FR 


Domicile (nom dc Pl2tat) : 
FR 


Ccilc pcrsonne csl 1 1 tous les Etals j 1 tous. les Etats designes sauf roi les Etais-Unis d".-\mcriquc 1 1 les foate indiques dans 

deposant pour : 1 1 d«s»gncs | | les tlaLs-Unis dAmeriqne L*J seulcmenl | | Ic cadre supplemental 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une pcrsonne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le nays de 
I adresse indtquee dans ce cadre est I 'Ltai oil le. deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

LATHE Richard 
King's Buildings 
West Mains Road 
EDINBURGH EH9 3JQ 
GRANDE-BRETAGNE 


Ccttc pcrsonne est : 

J "^] deposant sculcmcnt 

| )( | deposant et invcnicur 

? J inventcur seulcmenl 

(Si cette case est cochee. 
he pas remplir fa suite.) 


Nationaliic (nom de I'Elal) : 

GB 


Domicile (nom dc 1'ttat) : 

6B 


Cclle pcrsonne csl 1 1 tous Its Etals 1 1 tons les Dais designcs saui' lcs Etals-Unis dAmerique 1 1 les Lints iiuliques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les litats-1 'nis d'Amerique |_AJ scutcmeiil | | le cadre supplemental 


Nom Cl adrcssc : (Som de famille suivi du prenom; pour une pcrsonne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le. code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre, est I Etat oit le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Ccttc pcrsonne est : 

deposant sculcmcnt 

| | deposan^ct invcnicur 

| | inventcur sculcmcnt 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite. ) 


Nationality (nom de Tibial) : 


Domicile (nom dc l"El3t) : 


Ccilc ncrsounc csl 1 1 tous les lhals 1 | tous les £ la ls designcs saul* 1 1 les iilals-Unis dAmei ique 1 1 les Lials indiques dans 

deposant pour : 1 1 designes | | les lilats-Unis dAmerique | | seulcmenl | | le cadre supptemenia.ro 


j | O'autres deposnnts ou invenlcurs soul indiques sur une autre feuille annexe. 



Konmilnire PCT'RO/ 1 0 1 (feuille annexe) Quillet 1 998: rcimpression jnnvicr 2000) Voir les notes relatives an formula ire de. requete 



Fcuillc n° 



Cadre n° V DESIGNATION P'ETATS 



Lcs designations suivanlcs sont faitcs conforrucmcnl a la regie 4.9.a) (cocher les cases appropriates; une au mains doit I etre) : 
Brevet regional 

Brevet ARIPO : GH Ghana. GM Gambic. KK Kcnva, LS Lesotho, MW Malawi, SO Soudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland, TZ Rcpubliquc-Unic dc Tanzanic, UG Ouganda, ZW Zimbabwe ct lout aulrc Elat qui est un Elat conlractant du 
Protocole de Harare ct du PCX 



□ AP 

□ EA 



Brevet curasien : AM Armcnic. AZ Azerbaijan. BY B61arus : KG Kirghizistan, KZ Kazakhstan, MDRepublique dc Moldova, 
RU Federation dc Russic. TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan ct tout aulrc E tat qui est un Elat contractan! de la Convention sur 



0 EP 



1c brevet curasien ct du PCT 

Brevet europcen : AT Autrichc, BE Bclgiquc, CH ct LI Suisse ct Liechtenstein, CY Chypre, DE AJIemagnc, 
DK Dancmark ES Espaenc, FI Finlande. FR France. GB Royaumc-Uni; CR Grccc, IE irlandc, IT Italic, 
LU Luxembourg, MC Monaco, NLPays-Bas, PT Portugal, SE Suede ct tout autre Etat qui est un Etat contractant dc la 
Convention sur Ic brevet europcen ct du PCT 
□ OA Brevet OAPI * BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Rcpubliquc ecntrafricainc, CG Congo, CI Cote d Ivoire, 
CMCamcroun CA Gabon. GN Guincc, GW Guincc-Bissau, ML Mali, MR Mauritamc, NE Niger, SN Senegal. 
TD Tchad, TG Togo ct lout autre Etat qui est un £tat mcinbre dc FOAPi ct un Elat contradant du PC Y (si une autre forme 

de protection au de nvitement est souhaite.e, lepreciser sur la ligne poiniillee) 

Brevet national (si une autre forme de protection on de iraitement est sotthaitee, k preciser sur la ligtie pointillee) : 



□ CR 

□ CU 

□ CZ 

□ DE 

□ DK 

□ DM 

□ EE 

□ ES 

□ FI 

□ GB 

□ GD 

□ GE 

□ CH 

□ GM 

□ HR 

□ HU 

□ ID 

□ 1L 

□ IN 

□ IS 
0 JP 

□ KE 

□ KG 

□ KP 



□ AE Emirals arabes unis 

□ AL Albanie 

□ AM Armcnie 

□ AT Autrichc 

0 A U Australic 

□ AZ Azerbaijan 

□ BA Itosnic-Hcrzcgovinc 

□ BB Barbadc 

□ BG Bulgaric 

□ BR Brcsil 

□ BY Belarus 

H CA Canada 

□ CH ct LI Suisse el Liechtenstein 

□ CN Chine 

Cos la Rica 

Cuba 

Rcpubliquc Ichcquc 

Allcmagnc 

Dancmark 

Dominique 

Estonic 

Hspagnc 

Finlande 

Royaumc-Uni 
Grenade 

Gcorgie 

Ghana 

(iambic 

Croatic 

Hongric 

Indonesia 

Israel 

Inde 

Islandc 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



LR Liberia 

LS Lesotho 

LT Lituanic 
LU Luxembourg 
LV Leitonic 

MA Maroc 

MB Rcpubliquc dc Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-Rejwbliquc yougoslave de Maccdoinc 



□ TR 

□ TT 
□ 
□ 
□ 



MN Mongolic 

MW Malawi 

MX Mcxiquc 

Norvcgc 

Nouvclle-Zclandc 

Polognc . . 

Portugal 

Roumanic 

Federation dc Russic 

Soudan 
Sucdc 
Singapour 

Slovcnie 

Slovaquic 

Sierra Leone 

Tadjikistan 

Turkmenistan 

Turqute 

TT Trinilc-ct-Tobago 

TZ Rcpubliquc-Unic de Tanzanic 

UA Ukraine 

Ouganda 

Ltats-Unis d Aincrique 



NO 

NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 

TM 



UG 
US 



Japon □ UZ 

Kenya □ VN 

Kirghizisian □ YU 

Rcpubliquc populairc dcmocralique dc Corec 



Ouzbekislan 

Vict Nam 

Yougoslavic 

□ ZA Afriquc du Sud /. 



□ KR Rcpubliquc dc Corcc 



□ ZW Zimbabwe 

Cases rcscrvccs pour la desisznation d'Etats qui sont devenus parties 

□ KZ ifertteton aU PCT SP ™ la P" blicatl<> " dc la ES scnlc ' cu,llc : 

□ LC Saintc-Lucic □ .<« W? g MZ Mozambique 

n . _ . T , m AG Antigua et Barbuda Q BZ Belize 

Q LK Sn Lanka I—I 

Declaration conccrnant lcs designations de precaution : outre lcs designations faitcs ci-dcssus 7 lc dcposanl fail aussi conformcmcnl 
a la regie 4 <) b) tonics les designations qui seraicnl autorisecs cn veiiu du PCT. a V exception de toutc designation indiqucc dans le cadre 
supplemental commc cianl excluc dc la portcc dc ecttc declaration. Lc dcposanl declare que ees designations additionncllcs sont 
faitcs sous reserve dc confirmation ct que loutc designation qui nesi pas confirmee avanl Fcxpiralion d un dclai dc 15 mois a compter 
de la dale dc priorile doit ctrc considercc commc retiree par le deposant a I ; expiration dc cc dclai. (La confirmation (vcompris les taxes) 
doit parvenir a I office recap teitr dans le dehi de 15 mois.) 



Formulairc PCT/RO'IOl (dcuxicmc fcuillc) (Janvier 2000) 



I 'oir lcs notes relatives au formulairc de requete 



l'cuillc n° 



Cadre n° VI REVENDICATION DE PRIORITE 



□ D'aulrcs revcndications dc prioritc sorii 
indiquccs dans 1c cadre supplcmcntairc. 



Dale dc depot 
de la demande anlericurc 
(jour/mois'annee) 



05/10/99 



(2) 



(3) 



Numcro 
dc la demande antcricurc 



99 12410 



Lor sq uc ia demande antcrieurc est unc : 



demande nationalc 
pays 



FRANCE 



demande regionale :* 
olTicc regional 



demande inicrnaiionalc : 
olficc rcccptcur 



m L'ollicc rcccptcur est prJ dc preparer c. dc transmeUre ,u Bureau in.crnnt.onn unc cope ccrt.i.cc eonlorme dc la ou des demnndes 

la orLnte demande interna lionale. es, / office recepicur, .nd.quces c-dessus au(x) po.ntO) 

1 it. >omn .1 r,t r^liontnire d'inihauer dans !e cadre supplementaire ail moms un nayt partie a la Convention 

'J'p^fZrt ^^tig^tg^g^« , ete &,ee trc-Je &r ie cadre supplem en,a,re. 



Je runs pour ia piuietitwn ^ r — — — - 

Cadre n« VII ADMINISTRATION CHARGES DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choi\ de V administration chnrgee dc la recherche 
Internationale (ISA) (si p/vsievrs adm'mistratiom 
chanties de fa recherche Internationale sont compitentes 
pour proceder a la recherche Internationale, indiqner 
{'administration choisie: le code a deux letires pent etre 
utilise) : 

ISA/ EP 



Demande d'iitilisation des rcsultnts d'unc recherche smterieurc; mention dc 
cette recherche (si une recherche anierieure a eti effectuec par V administration 
chargee de la recherche international ou demandee a cette dennere) ' 



Date fjotir/mois'atmie) 
8 AOUT 2000 



Numcro 
FA 585645 



Pays ion ojjice regional) 
OEB 



Cadre n» VUI BORDEREAU; LANGUE DE DEPOT 



La prescnte demande interna tionale conlicnl 
lc nombre dc fcuillcs suivant : 

rc quote 4 

description (sauf partie rescrvce 
au lislagc des sequences) : 17 

revindications 2 
abregc 1 
dessins : 
partie do la description rescrvce 
au I i stage des sequences 2 



Nombre total dc feu i lies : 2 g 



Lc ou les elements coches ci-api cs sont joints a la prescnte demande inicrnaiionalc : 

1 . Q icuillc dc calcul des taxes 

2. □ pou voir distinct si gnc § suivre (2) 

3. □ copic du pouvoir general; numcro de reference, lc cas cchcani : 

4. □ explication de I" absence d une signature 

5. §p documcnl(s) de prioritc indiquc(s) dans lc cadre n° VI au(x) point(s) : 

6. □ traduction dc la demande inicrnaiionalc en (langue) : 

7. □ indications scparccs conccrnanl des micro-organismcs ou autre materiel 

biologiquc deposes 

8. M listagc des scqucnccs dc nucleotides ou d acides amines sous forme 

dcchifTrablc par ordinaleur 

9. CD autres elements (precise,:) : Copie du Rapport de Recherche 



Figure des dessins qui 
doit accompagner I'ahrcgc : 



Langue de depot dc la - 
demande inicrnaiionalc : rranydi^ 



Cadre n" IX SIGNATURE DU DEPOSANT 



j cote de chaqiie signature, indiquer le nam du s&naiair. 



WARCOIN Jacques 




DU MAN DAT AIRE u _ . . 

n 'apparalt pas cljnlvmei^ 



I'intercsse sif>nc. 



Reserve a To! Vice receptcur 



1 . Dale effective de reception des pieces supposces 
consiitucr la demande international : 



} Date ctfcctivc dc reception, icclilicc cn raison dc la reception u tc- 
' ricurc, mais dans les delais, de documents ou de dessins eomplctant cc 
qui csi suppose consiitucr la demande international : 



4 Date dc reception, dans les dclais, des corrections 
demandecs scion Particle 1 1 2) du PC T : 



2. Dessins : 
I I recus : 

P ] non rccus 



5. Administration chargee dc la recherche in a / 
intcrnationalc (si plusicurs sont eompctcnies) : 1 on t 



□ Transmission dc la conic dc recherche di fierce 
jusqu'au paicmcnt dc la taxc dc recherche. 



Reserve au Bureau international 



Date dc reception dc Pc-xcmplairc 
original par lc Bureau international ■ 



rormulairc PCT/RCVI01 (dcrnicre Icuillc) (juHlct 1998, rcimprcssion janvier 2000) I oir les notes relatives auforn.ulaire de reauetc 



TRAITE ^^COOPERATION EN MATIEF^pE BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



NOTIFICATION DE LA RECEPTION DE 
L'EXEMPLAIRE ORIGINAL 



(regie 24.2. 




Destinataire: 



MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 



Date d'expedition {jour/mo is/an nee) 

06 novembre 2000 (06.11.00) 



NOTIFICATION IMPORTANTE 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
341347/18217 



Demande Internationale no 
PCT/FR00/02753 



ti est notitie au deposant que le Bureau international a regu I'exemplaire original de la demande internationale precisee 
ci-apres. 

Nom(s) du ou des deposants et de I'Etat ou des Etats pour lesquels ils sont deposants: 

TRANSGENE S.A. (pour tous les Etats designes sauf US) 

CAUET, Gilles etc. (pour US seulement) 
Date du depot international 04 OCtobre 2000 (04.10.00) 

Date(s) de priorite revendiquee(s) 05 OCtobre 1999 (05.10.99) 



Date de reception de I'exemplaire original 
par le Bureau international 

Liste des offices designes 



24 octobre 2000 (24.10.00) 



EP zAT^E^H^DE^DK^S^FlFR^B^GRJEJT^LaMCNUPT^SE 
National :AU,CA,JP,US 



ATTENTION 

Le deposant doit soigneusement verifier les indications figurant dans la presente notification. En cas de divergence entre ces 
indications et celles que contient la demande internationale, il doit aviser immediatement le Bureau international. 

En outre, I'attention du deposant est appelee sur les renseignements donnes dans I'annexe en ce qui concerne 

| X | les delais dans lesquels doit etre abordee la phase nationale 

| X | la confirmation des designations faites par mesure de precaution 

| X | les exigences relatives aux documents de priorite. 

Une copie de la presente notification est envoyee a I'office recepteur et a ('administration chargee de la recherche internationale. 





Fonctionnaire autorise 


Bureau international de TOMPI 


34, chemin des Colombettes 


L. Homero Hernandez 


1211 Geneve 20, Suisse 


— 


n* de telecopieur (41-22) 740.14.35 


n de telephone (41-22) 338.83.38 <==== ^ t <4 ? 


Formulaire PCT/IB/301 Quillet 1998) 


003636780 



Siande Internationale no 
PCT/FR00/02753 



RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LES DELAIS DANS LESQUELS DOIT ETRE ABORDEE 

LA PHASE NATIONALE 



II est rappele au deposant qu'il doit aborder la "phase nationale" aupres de chacun des offices designes indiques sur la 
notification de la reception de I'exemplaire original (formulaire PCT/IB/301) en payant les taxes nationales et en remettant les 
traductions, telles qu'elles sont prescrites par les legislations nationales. 

Le delai d'accomplissement de ces actes de procedure est de 20 MOIS a compter dela date de priorite ou, pour les Etats 
designes qui ont ete elus par le deposant dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure, 
de 30 MOIS a compter de la date de priorite, a condition que cette election ait ete effectuee avant I'expiration du 19e mois a 
compter de la date de priorite. Certains offices designes (ou elus) ont fixe des delais qui expirent au-dela de 20 ou 30 mois a 
compter de la date de priorite. D'autres offices accordent une prolongation des delais ou un delai de grace, dans certains cas 
moyennant le paiement d'une taxe supplemental. 

En plus de ces actes de procedure, le deposant devra dans certains cas satisfaire a d'autres exigences particulieres 
applicables dans certains offices. II appartient au deposant de veiller a remplir en temps voulu les conditions requises pour 
I'ouverture de la phase nationale. La majorite des offices designes n'envoient pas de rappel d I'approche de la date limite pour 
aborder la phase nationale. 

Des informations detail lees concernant les actes de procedure a accomplir pour aborder la phase nationale aupres de 
chaque office designe, les delais applicables et la possibilite d'obtenir une prolongation des delais ou un delai de grace ettoutes 
autres conditions applicables figurent dans le volume II du Guide du deposant du PCT. Les exigences concernant le depot d'une 
demande d'examen preliminaire international sont exposees dans le chapitre IX du volume I du Guide du deposant du PCT. 

GR et ES sont devenues liees par le chapitre II du PCT !e 7 septembre 1996 ct le 6 septembre 1937, respectivement, et 
peuvent done etre elues dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure presentee le 7 
septembre 1996 (ou a une date posterieure) ou le 6 septembre 1997 (ou a une date posterieure), respectivement, quelle que soit 
la date de depot de la demande international (voir le second paragraphe, ci-dessus). 

Veuillez noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a 
son domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 



CONFIRMATION DES DESIGNATIONS FAITES PAR MESURE DE PRECAUTION 



Seules les designations expresses faites dans la requete conformement a la regie 4.9.a) figurent dans la presente 
notification. II est important de verifier si ces designations ont ete faites correctement. Des erreurs dans les designations peuvent 
etre corrigees lorsque des designations ont ete faites par mesure de precaution en vertu de la regie 4.9. b). Toute designation 
ainsi faite peut etre confirmee conformement aux dispositions de la regie 4.9.c) avant I'expiration d'un delai de 15 mois a 
compter de la date de priorite. En I'absence de confirmation, une designation faite par mesure de precaution sera consideree 
comme retiree par le deposant. II ne sera adresse aucun rappel ni invitation. Pour confirmer une designation , il faut deposer une 
declaration precisant I'Etat designe concerne (avec I'indication de la forme de protection ou de traitement souhaitee) et payer les 
taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenira I'office recepteur dans le delai de 15 mois. 



EXIGENCES RELATIVES AUX DOCUMENTS DE PRIORITE 



Pour les deposants qui n'ont pas encore satisfait aux exigences relatives aux documents de priorite, il est rappele ce qui 

suit. 

Lorsque la priorite d'une demande nationale, regionale ou internationale anterieure est revendiquee, le deposant doit 
presenter une copie de cette demande anterieure, certifiee conforme par I'administration aupres de laquelle elle a ete deposee 
("document de priorite"), a I'office recepteur (qui la transmettra au Bureau international) ou directement au Bureau international, 
avant I'expiration d'un delai de 16 mois a compter de la date de priorite, etant entendu que tout document de priorite peut etre 
presente au Bureau international avant la date de publication de la demande internationale, auquel cas ce document sera repute 
avoir ete regu par le Bureau international le dernier jour du delai de 16 mois (regie 17.1. a)). 

Lorsque le document de priorite est delivre par I'office recepteur, le deposant peut, au lieu de presenter ce document, j 
demander a I'office recepteur de le pr6parer et de le transmettre au Bureau international. La requete a cet effet doit etre 
formulee avant I'expiration du delai de 16 mois et peut etre soumise au paiement d'une taxe (regie 17.1.b)). 

Si le document de priorite en question n'est pas fourni au Bureau international, ou si la demande adressee a I'office recepteur 
de preparer et de transmettre le document de priorite n'a pas ete faite (et la taxe correspondante acquittee, le cas echeant) 
avant I'expiration du delai applicable mentionne aux paragraphes precedents, tout Etat designe peut ne pas tenir compte 
de la revendication de priorite; toutefois, aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de 
priorite avant d'avoir donne au deposant la possibilite de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 

Lorsque plusieurs priorites sont revendiquees, la date de priorite a prendre en consideration aux fins du calcul du delai de 
16 mois est la date du depot de la demande la plus ancienne dont la priorite est revendiquee. 



Formulaire PCT/IB/301 (annexe) Quillet 1998) 



003636780 



TRAfTE DE COOPERATION EN MAT1ERE DE BREVETS 



Expediteur: 



INCHA 



L'ADM t N ISTRATI ON CHARGE E DE 
L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, Rue de Chazelles 
75847 Paris CEDEX 17 
FRANCE 




PCT 



TIFICATION DE TRANSMISSION DU 
APPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 



Date d'expedition 
(jour/mois/ann&e) 



14.11.2001 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
341347/18217 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale No. 
PCT/FR00/02753 


Date du depot international (jour/mois/ann£e) 
04/1 0/2000 


Date de priorite (jour/mois/ann&e) 
05/10/1999 


Deposant 

TRANSGENE S.A. et a!. 



1. II est notifie au deposant que radministration chargee de Texamen preliminaire international a etabli le rapport 
d'examen preliminaire international pour la demande Internationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. Une copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication a tous les offices elus. 



Si tel ou tel office elu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interess£s. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupres de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois k compter de la date de priorite (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 



Losrqu'une traduction de la demande internationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement & chaque office elu interesse. 



Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 



Nom et adresse postale de I'adminstration chargee de I'examen 
preliminaire international 

Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
DA ROCHA, O. 

Tel.+49 89 2399-8101 



Formuiaire PCT/IPEA/416 (juillet 1992) 



TRAITE DE 



A R R I V 



OPERATION EN MATIERE BREVETS 

Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



WO 01/25469 
PCT/FR00/02753 



2 ; Q AVR, 20blPCjT 

CABINET 
^^tTOfgiByNy QEPOSANT DE LA 



LUMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47. 1x), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 
12avril 2001 (12.04.01) 



Destinataire: 

MARTIN, Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
20, rue de Chazelles 
F-75847 Paris Cedex 17 
FRANCE 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
341347/18217 


AVIS IMPORTANT 


Demande Internationale no 
PCT/FR00/02753 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
04 octobre 2000 (04.10.00) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
05 octobre 1999 (05.10.99) 


Deposant 

TRANSGENE S.A. etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit ['article 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

AU,US 



Conformement a la regie 47.1. c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a Toffice ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 
CA,EP,JP 



La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
12 avril 2001 (1 2.04.01 ) sous le numero WO 01/25469 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
I'administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise 


34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 


1211 Geneve 20, Suisse 


no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/308 Quillet 1996) 3946064 



PCT/FR00/02753 

TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



Expediteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT / 

NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) ... 


Destinataire: 

: n 

; /MARTIN, Jean-Jacques 
/ Cabinet Regimbeau 
/ 26, avenue Kleber 
■ F-751 16 Paris 
FRANCE 


Date d'expeditton Gour/mois/annee) 

WvJ ICVI ICI cUU 1 \UO,U^.U 1 | 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
^47/1ft917 

0*4 1 OH-// 1 OZ I / 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 
PCT/FR00/02753 


Date du depot international Gour/mois/annee) 

04 octobre 2000 (04.10.00) 


Date de publication internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore publiee 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
05 octobre 1999 (05.10.99) 


Deposant 

TRANSGENE S.A. etc 



1. La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondant a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant. Sauf indication 
contraire consistant en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite, 
le document de priorite en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 
regie 17.1. a) ou b). 

2. Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

3. Un asterisque(*) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.1. a) ou b). Dans ce cas, ('attention du 
deposant est appelee sur ia regie 1 7.1 .c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en I'espece. 

4. Les lettres "NR" figurant dans la colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
regu ou que le deposant n'a pas demande a {'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international, 
conformement a la regie 17.1. a) ou b), respectivement. Dans ce cas, Tattention du deposant est appelee sur la regie 17.1.c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 

Date de priorite Demande de priorite n* Pays, office regional ou Date de reception du 

office recepteur selon le PCT document de priorite 

05 octo 1999 (05.10.99) 99/12410 FR 29 janv 2001 (29.01 .01 ) 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise: 


34, chemin des Colombettes 


Catherine Massetti A a 


121 1 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41 -22) 338.83.38 \ / 



Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1998) 003819807 



\ 



fiPL 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
341347/18217 


FOR FURTHER ACTION S ^ No ^^ ono ^^smittaJofInternational Preliminary 

Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


Internationa] application No. 

PCT/FR00/02753 


International filing date {day/month/year) 
04 October 2000 (04.10.00) 


Priority date (day/month/year) 

05 October 1999 (05.10.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 

C12N 15/53, 15/54, 9/02, 9/10, 1/19, C12P 33/06, C07J 75/00, A61K 31/56, C12P 33/06 


Applicant 


TRANSGENE S.A. 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet 



f— I This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before mis Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

d^a^Sffion^^^lffite^t* 0 inVCntiVe StCp ° r tadUStrial a PP«^iHty; 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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Date of submission of the demand 

30 April 2001 (30.04.01) 


Date of completion of this report 

14 November 2001 (14.11.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/62753 



I- Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
[ I the international application as originally filed 
the description: 



1-17 



pages 


. filed with the Hemanri 


.filed with the letter of 


1^1 the claims: 
pages 


. as oriffinallv filpH 


pageS • as amended (together with any «**tffT»ent under Arrirle 1 0 


pages 


, filed with the demand 


pages 1-16 


. filed with the letter of 30 August 2001 (30.08.2001) 


; the drawings: 
pages 


. as originally filed 


pages 


, filed with the demand 


pages 


. filed with the letter of 


1 1 the sequence listing part of the description: 
pages 




pages 

— 3 filed with the demand 


pageS _ , filed with the letter of 



2. With regard to the language, all die elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is- 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I — I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)) 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international prelirninary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was earned out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

CD The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. c 



□ 

4.D 



The amendments have resulted in the cancellation of: 
□ the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

□ 

the drawings, sheets/fig 



5. rn J* 1 * report has been esta^^ed ^ if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation wider Article 14 are referred to 
mJ%J7)° rt ° riginally filed mid are not annexed t0 this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

**Any replacement sheet containing sucli amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report 



Form PCMPEA/409 (Box I) (July 1998) 



NATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/02753 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



I. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (LA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-16 



1-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 

Dl: WO 97 37664 A (ROSE KENNETH ANDREW; SECKL 
JONATHAN ROBERT (GB) ; YAU JOYCE LAI WAH) 16 October 
1997 (1997-10-16) 

D2: WO 99 40203 A (HOECHST MARION ROUSSEL INC) 12 
August 1999 (1999-08-12) cited in the application 

D3 : ROSE K A ET AL : ,I Cyp7b / a novel brain cytochrome 

P450, catalyses the synthesis of neurosteroids 

7. alpha. -hydroxy dehydroepiandrosterone and 

7. alpha. -hydroxy pregnenolone' PROC. NAT ' L . ACAD. 

SCI. USA, vol. 94, no. 10, 13 May 1997 (1997-05-13), 

pages 4925-4930, XP002163976. 



2. The present invention relates a) to a method for 
producing hydroxylated and/or acetylated steroids 
involving the cultivation of yeasts that express the 
product of the Cyp7b gene on a medium including a 
precursor of such hydroxylated and/or acetylated 
steroids, b) the hydroxylated and/or acetylated 
steroids obtained via said method, and c) the use of 
said steroids to treat central nervous system 
disorders . 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 



<■ 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/0275* 



3. None of documents Dl to D3 discloses or suggest a 

method for producing hydroxylated and/or acetylated 
steroids involving cultivation of yeasts expressing 
the product of the Cyp7b gene. Only documents Dl and 
D3 refer to a similar method that does not include 
whole yeast cells, but extracts of a human cell 
(Hela) transformed by the Cyp7b gene. It follows 
that the subject matter of Claims 1 to 16 is novel 
and inventive, since a person skilled in the art 
would not be able to foresee in an obvious manner 
that a whole yeast can catalyse the same reaction as 
an extract from human cells (even if Dl does surmise 
that yeast extracts might also catalyse such a 
reaction) . It also follows that the use of the 
steroids obtained via the claimed method for 
preparing a drug for treating central nervous system 
disorders is neither described nor suggested in the 
prior art (PCT Article 33(2) and (3)). 



0 



Form PCT/IPEA/409 (BoxV) (January 1994) 
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ATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/FR 00/02753 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) , the 
description does not outline the relevant prior art set 
forth in documents D1-D3 and does not cite these 
documents . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 



TRAITE DE QQOPERATION EN MATIERE DE 

PCT 



VETS 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

341347/18217 


POUR SUITE v0 ' r la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/iSA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/02753 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

04/10/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

05/10/1999 


Deposant 

TRANSGENE S.A. et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend £ feuilles. 

|X| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base cfune traduction de la demande internationale remise a I'administration. 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
|"X~| contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

]"X~| deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

| J remis ulterieurement a ['administration, sous forme ecrite. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

j | La declaration, selon laquelle le listage des sequences pre sen te par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

[JH La declaration, selon laquelle les informations enregtstrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

| | II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
[ | II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

|"X~| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

[ j Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

| | le texte est approuve tel qu'il a et6 remis par te deposant 

Ele texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a ('administration dans un delai cfun mois a compter de la date cf expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 

| | sugger§e par le deposant. |X] Aucune des figures 

□ n'est a publier. 
parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



t 



RAPPORT DE RECHER' 




ITERN ATI ON ALE 




smande Internationale n° 



ST/FR 00/02753 



Cadr III TEXTE DE L'ABREGE (suite du point 5 de la premiere feuille) 



La presente invention concerne un procede de production de sterolde hydroxyle et 
/ou acetyle comprenant les etapes selon lesquelles: on cultive des levures sur 
un milieu comprenant au moins un precurseur de tels steroides hydroxyles et/ou 
acetyles, puis on isole les steroides hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres 
bioconversion, ledit procede etant caracterise en ce que lesdites levures sont 
des levures transformers de facon a exprimer le produit du gene 
<i>Cyp7b</i> . L' invention concerne aussi les souches de levures 
modif iees . 



Formulaire PCT/lSA/210 (suite de la premiere feuille (2)) (Juillet 1998) 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or Agent's file reference 
341347/18217 
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1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority and is 
transmitted to me applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 5 sheets including this title page. 

EI This report is also accompanied by ANNEXES, i.e. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 70.16 
and Instruction 607 of Administrative Instructions of the PCT). 

Th se annexes consist of a total of 2 sheets. 
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Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
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Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability* 
citations and explanations supporting such statement 


VI 


□ 


Certain documents cfted 


VII 




Certain defects in the international application 


VIII 


□ 


Certain observations on the international application 
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Form PCT/IPEA/409 (titl sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINAR 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/FR00/02753 



I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments (Rules 70 16 
and 70.17).): 

Description, pages: 

1-17 as originally filed 

Claims, No.: 

1-17 as originally filed 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority 
in the language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination 
(under Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, 
the international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the 
disclosure in the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written 
sequence listing has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets/fig: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT International application No. PCT/FR00/02753 



5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 
going beyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point 1 and 
attached to this report). 



6. Additional observations, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 

Novelty Yes: Claims 1-16 

No: Claims 

Inventive Step Yes: Claims 1-16 

No: Claims 

Industrial Applicability Yes: Claims 1-16 

No: Claims 

2. Citations and explanations 
see separate sheet 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
sees parate sheet 



Form PCT/IPEA/409 (boxes l-VIII. sheet 2) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY^ 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 



International application No. PCT/FR00/02753 



With regard to point V 

Reasoned statement according to Article 35(2) regarding novelty, inventive 
step and Industrial applicability; citations and explanations supporting such 
statement 

1 . Reference is made to the following document: 

D1: WO 97 37664 A (ROSE KENNETH ANDREW; SECKL JONATHAN 
ROBERT (GB); YAU JOYCE LAI WAH) October 16, 1997 (1997-10- 
16) 

D2: WO 99 40203 A (HOECHST MARION ROUSSEL INC) August 12, 

1 999 (1 999-08-1 2) cited in the application 
D3: ROSE KAET AL: 'Cyp7b, a novel brain cytochrome P450, catalyzes 

the synthesis of neurosteroids 7.alpha.-hydroxy dehydroepiandros- 

terone and 7.alpha.-hydroxy pregnenolone' PROC. NATL. ACAD. SCI. 

USA, vol. 94, No. 10, May 13, 1997 (1997-05-13), pages 4925-4930, 

XP0021 63976 

sf 

2? The present invention relates to a) a method for producing hydroxylated 
and/or acetylated steroids, comprising the culturing of yeasts expressing the 
product of the Cyp7b gene on a medium comprising a precursor of such 
hydroxylated and/or acetylated steroids, to b) the hydroxylated and/or 
acetylated steroids obtained using this method, and to c) the use of the 
steroids for treating diseases of the central nervous system. 

3. None of the documents D1 to D3 either disclose or suggest a method for 
producing hydroxylated and/or acetylated steroids, comprising the culturing of 
yeasts expressing the product of the Cyp7b gene. Only documents D1 and 
D3 mention a similar method which, itself, does not comprise intact yeast 
cells but extracts of a human cell (Hela cell) transformed with the Cyp7b 
gene. It ensues from this that the subject matter of claims 1 to 1 6 is novel and 
involves an inventive step, since those skilled in the art could not predict in an 
obvious manner that an intact yeast can catalyze the same reaction as a cell 
extract based on human cells (even though D1 speculates that yeast extracts 
may also, themselves, catalyze such a reaction), and that use of the steroids 
obtained using the method claim d, for preparing a medicinal product for 
treating diseases of the central nervous system, is neither described nor 
suggested in the prior art (Article 33(2) and (3) PCT). 
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With regard to point VII 

Irregularities in the international application 

Contrary to that which is required by rule 5.1 a) ii) PCT, the description does 
not indicate the relevant prior state of the art as set out in documents D1-D3 
and does not cite these documents. 
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CLAIMS 
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A method for producing hydroxylated and/or 
acetylated steroids, comprising the steps accord- 
ing to which: 

• yeasts are cultured on a medium comprising at 
least one precursor of such hydroxylated and/or 
acetylated steroids, and then 

• the hydroxylated and/or acetylated steroids are 
isolated from the medium after bioconversion, 

said method being characterized in that said 
yeasts are yeasts transformed so as to express the 
product of the Cyp7b gene. 

The method as claimed in claim 1, for producing a 
hydroxylated steroid, characterized in that said 
yeasts have low or zero APAT activity, and/or in 
that said yeasts are cultured under conditions 
which are oxidative. 

The method as claimed in either of claims 1 and 2, 
characterized in that said precursor contains a 
7 position which can be hydroxylated. 

The method as claimed in one of claims 1 to 3 , 
characterized in that said precursor is a 
3 -hydroxylated steroid, preferably a 

3p-hydroxylated steroid, or a steroid which has a 
3-keto function. 

The method as claimed in claims 1 to 4 , charac- 
terized in that said precursor is chosen from the 
steroids with a structure of the androstane, 
androstene, pregnane, pregnene, cholane, cholene, 
cholesterol, ergostane, ergostene, testosterone or 
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stigmastane type. 

The method as claimed in claim 5, characterized in 
that the precursor is chosen from the group 
consisting of DHEA, testosterone, pregnenolone, 
pregnanolone , 2 5-hydroxycholes terol , 5-oc-andro- 
stane-3p, 17|3-diol and 5-a-androstene-3(3, 17|3-diol . 

The method as claimed in one of claims 2 to 6, 
characterized in that the APAT activity of the 
yeast has been rendered low or zero by 
inactivation of the atf2 gene or by using an atf2" 
mutant . 

The method as claimed in one of claims 1 to 7 , 
characterized in that the yeast also carries 
dehydrogenase activity . 

The method as claimed in claim 8, characterized in 
that the dehydrogenase activity is a 
17 -dehydrogenase which produces a 17-hydroxylated 
derivative . 

The method as claimed in claim 9, characterized in 
that the 17 -dehydrogenase activity is carried by 
the yill24w gene. 

The method as claimed in one of claims 1 to 10, 
characterized in that the 17 -dehydrogenase 
activity of the yeast has been rendered low or 
zero, in particular by inactivation of the yill24w 
gene or use of a y±1124vf mutant. 

The method as claimed in one of claims 1 to 11, 
characterized in that the yeast is of the genus 
Saccharomyces . 

The method as claimed in one of claims 1 to 12, 
characterized in that the Cyp7b gene is under the 



- 24 - 



14. 

5 



15. 

10 

16. 



control of a yeast promoter chosen from CYC1, TEF1 
and TDH3 . 

A hydroxylated and/or acetylated steroid, charac- 
terized in that it can be obtained using the 
method as claimed in one of claims 1 to 13 . 

A yeast strain having zero 17 -dehydrogenase 
activity by inactivation of the yill24w gene. 

A yeast strain transformed with a plasmid compris- 
ing an expression cassette expressing the Cyp7b 
gene . 
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The use of a steroid as claimed in claim 14, for 
preparing a medicinal product for the treatment of 
diseases of the central nervous system. 



# 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE B 



Reived 

i M S? W8 2003" J 



PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 
mandataire 

341347/18217 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/41 6) 


Demande Internationale n° 


Date du depot international (jour/mois/annee) 


Date de priority (jour/mois/ann4e) 


PCT/FR00/02753 


04/10/2000 


05/10/1999 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12P33/00 


Deposant 






TRANSGENE S.A. et ai. 







1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par Padministaration chargee de Pexamen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

H II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 2 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 


□ 


Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
duplication industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de I'invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


El 


Irregularis dans la demande international 


VIII 


□ 


Observations relatives a la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
Internationale 

30/04/2001 


Date d'acheverrient du present rapport 
14.11.2001 


Norn et adresse postale de Tadministration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

^r- Office europ6en des brevets 
0))) D-80298 Munich 

T6L +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire auto rise ^j^SS*^^ 
G.Williere (f ^ J) 

N° de telephone +49 89 2399 8548 



Formulaire PCT/lPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
* PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande international n° PCT/FR00/02753 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I 'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I 'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "in'rtiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eltes ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-17 version initiate 

Revendications, N°: 

, 1-16 regue(s)le 03/09/2001 avec la lettre du .30/08/2001 

2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de Tadministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou iui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a Padministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles .du iistages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrame Tannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 
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5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuiiie de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motiv£e selon Particle 35(2) quant d la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications & I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 

Possibility duplication industrielle Oui: Revendications 1-16 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille s£par£e 



Vil. Irregularis dans la demande Internationale 

Les irregularis suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande international, ont ete constatees : 
voir feuille s£par£e 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'appiication industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : WO 97 37664 A (ROSE KENNETH ANDREW ;SECKL JONATHAN ROBERT 

(GB); YAU JOYCE LAI WAH) 16 octobre 1997 (1997-10-16) 
D2: WO 99 40203 A (HOEGHST MARION ROUSSEL INC) 1 2 aout 1 999 (1 999- 
08-12) cite dans la demande 
~ D3: ROSE K A ET AL.: 'Cyp7b,- a novel brain cytochrome P450, catalyzes the - 
synthesis of neurosteroids 7.alpha.-hydroxy dehydroepiandrosterone and 
7.alpha.-hydroxy pregnenolone* PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, vol. 94, no. 
10, 13 mai 1997 (1997-05-13), pages 4925-4930, XP0021 63976 

2. La presente invention concerne a) un procede de production de steroTdes 
hydroxy les et/ou acetyles comprenant la cultivation de levures exprimant le 
produit du gene Cyp7b sur un milieu comprenant un precurseur de tels steroTdes 
hydroxyles et/ou acetyles, b) les steroTdes hydroxyles et/ou acetyles obtenu par 
ce procede, et c) {'utilisation des steroTdes pour le traitement de maladies du 
systeme nerveux centrale. 

3. Aucun des documents D1 a D3 ne divulgue ni suggere un procede de production 
de steroTdes hydroxyles et/ou acetyles comprenant la cultivation de levures 
exprimant le produit du gene Cyp7b. Seul les documents D1 et D3 mentionnent 
un procede similaire qui lui ne comprend pas de cellules de levure intact, mais 
des extrait d'un cellule humaine (Hela) transformee par le gene Cyp7b. II en suit 
que I'objet des_revendications 1 a 16 e_st nouveau et jropJique_une activite. 
inventive, comme Thomme de Tart ne pouvait pas prevoir de fagon evidente 
qu'une levure intacte peut catalyser la meme reaction qu'un extrait cellulaire a 
base de cellules humaines (meme si D1 specule que des extraits de levures 
pourrait catalyser eux aussi un reaction pareil) et q'une utilisation des steroides 
obtenu par le procede revendique pour la preparation d'un medicament pour le 
traitement de maladies du systeme nerveux central n'est ni decrit ni suggere dans 
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»' * PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE . 



I'art anterieur (article 33(2) et (3) PCT). 

Concernant le point VII 

Irregularis dans la demande internationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas 
I'etat de la technique anterieure pertinent expose dans les documents D1-D3 et 
ne cite pas ces documents. 
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REVENDICATIONS 
1) Procede de production de steroides hydroxyles et/ou acetyles 
comprenant les etapes selon lesquelles : 

• on cultive des levures sur un milieu comprenant au moins un 
precurseur de tels steroides hydroxyles et/ou acetyles, puis 

• on isole les steroides hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres 
byconversion, 

ledit procede etant caracterise en ce que lesdites levures sont des levures transformees 
de fafon a exprimer le produit du gene Cyp7b. 

2) Procede selon la revendication 1 de production de steroi'de 
hydroxyle, caracterise en ce lesdites levures ont une activite APAT faible ou nulle 
et/ou en ce que Ton cultive lesdites levures dans des conditions oxydatives. 

3) Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 
ledit precurseur contient une position 7 susceptible d'etre hydroxylee. 

4) Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
ledit precurseur est un steroide 3-hydroxyle, de preference 30-hydroxyle, ou possedant 
une fonction 3-ceto. 

5) Procede selon la revendication 1 a 4, caracterise en ce que ledit 
precurseur est choisi parmi les steroides a structure de type androstanique, 
androstenique, pregnanique, pregnenique, cholanique, cholenique, cholesterique, 
ergostanique, ergostenique, testosteronique ou stigmamique. 

6) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que le precurseur 
est choisi parmi le groupe consistant en la DHEA, la testosterone, la pregnenolone, la 
pregnanolone, le 25-hydroxy-cholesterol, le 5-cc-androstane-3p-17p T diol, et le 5-oc- 
androstene-3p-17p-diol. 

7) Procede selon Pune des revendications 2 a 6, caracterise en ce que 
l'activite APAT de la levure a ete rendue faible ou nulle par inactivation du gene atf2 
ou par utilisation d'un mutant at£2\ 

8) Procede selon Pune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
levure porte egalement une activite dehydrogenase. 

9) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que Pactivite 
dehydrogenase est une 17-deshydrogenase qui conduit a un derive 17-hydroxyle. 
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10) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que Tactivite 17- 
deshydrogenase est portee par le gene yil!24w. 

1 1) Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
Pactivite 17-deshydrogenase de la levure a ete rendue faible ou nulle, en particulier par 

5 inactivation du gene yill24w ou utilisation d'un mutant yill24w\ 

12) Procede selon Tune des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que 
la levure est du genre Saccharomyces. 

13) Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que 
le gene Cyp7b est sous le controle d'un promoteur levure choisi parmi CYC1, TEF1 et 

10 TDH3. 

14) Souche de levure possedant une activite 17-deshydrogenase nulle 
par inactivation du gene yill24w. 

15) Souche de levure transformee avec un plasmide comprenant une 
cassette d'expression exprimant le gene Cyp7b. 

15 16) Utilisation d'un steroide obtenu par le procede selon Tune des 

revendications 1 a 13, pour la preparation d'un medicament pour le traitement de 
maladies du systeme nerveux central. 
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(21) Numero de la demande Internationale: 

PCT/FR 00/02753 

(22) Date de depot international: 4 octobre 2000 (04. 1 0.2000) 

(25) Langue de depot: francais 

(26) Langue de publication: francais 

(30) Donnees relatives a la priorite: 

99/12410 5 octobre 1999(05.10.1999) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes saufUS): TRANS- 
GENE S.A. [FR/FR]; 11 , rue de Molsheim, F-67000 Stras- 
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(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour VS seulement): CAUET, 
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— Sans rapport de recherche internationale, sera republiee 
des reception de ce rapport. 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autre s abrevia- 
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(54) Title: METHOD FOR PREPARING STEROIDS MODIFIED BY YEAST FERMENTATION 

(54) Titre: PROCEDE DE PREPARATION DE STEROEDES MODIFIES PAR FERMENTATION DE LEVURES 

<J 

(57) Abstract: The invention concerns a novel method for producing hydroxylated and/or acetylated steroid comprising steps which 
^ consist in: culturing yeasts on a medium comprising at least a precursor of such hydroxylated and/or acetylated steroids; then iso- 

lating the hydroxylated and/or acetylated steroids from the medium after bioconversion. Said method is characterised in that said 
IT) yeasts are yeasts transformed so as to express the product of Cyp7b gene. The invention also concerns the modified yeast strains, 
f^l 

JlJ (57) Abrege: La presente invention concerne un nouveau procede de production de steroide hydroxyle et/ou acetyle comprenant les 
° etapes selon lesquelles: on culuve des levures sur un milieu comprenant au moins un precurseur de tels steroides hydroxyles et/ou 
O acetyls, puis on isole les steroides hydroxy^ et/ou acetyles du milieu apres bioconversion. ledit procede etant caracterise* en ce que 
lesdites levures sont des levures transformers de facon a exprimer le produit du gene Cyp7b. Uinvention concerne aussi les souches 
^* de levures modifiees. 
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PROCEDE DE PREPARATION DE STEROIDES MODIFIES PAR 
FERMENTATION DE LEVURES 
La presente invention concerne un nouveau procede de production de steroides 
hydroxyles ou/et acetyles par fermentation de levures. 
5 Les steroides, notamment les steroides derives du cholesterol, sont impliques 

dans de nombreux processus physiologiques parmi lesquels on peut citer la regulation 
des taux de glucides et cholesterol dans la circulation sanguine, le maintien et 
developpement de la masse musculaire, le developpement du systeme nerveux central. 
Parmi les inconvenients observes en cas de dereglement des taux de steroides 
10 circulants, on peut citer le declenchement eventuel de maladies auto-immunes, telles le 
lupus, de certains cancers, par exemple le cancer du sein, de maladies 
cardiovasculaires, par exemple Fatherosclerose. Des problemes de regulation de 
steroides sont egalement soup9onnes dans le cas du declenchement de certaines 
maladies neurologiques tels les maladies de Parkinson ou d'Alzheimer. 
15 Les etudes realisees, notamment par le Professeur Baulieu, sur la 

dehydroepiandrosterone ou DHEA ont montre F importance des steroides, notamment 
des neurosteroides, dans le developpement du systeme nerveux central mais egalement 
Fimpact possible de ce type de steroides dans tous les processus connexes, y compris 
le phenomene de vieillissement (Baulieu et Robel , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci., 95, 
20 4089-4091). 

II est done particulierement interessant de pouvoir disposer de nouveaux 
derives steroidiques, notamment de la famille des neurosteroides, qui sont impliques 
dans un tres grand nombre de processus physiologiques. 

C'est precisement Tun des objets de la presente invention, a savoir la mise au. 
25 point d'un procede permettant Faeces a de nouveaux derives steroidiques, notamment 
des neurosteroides, et ce par des methodes de fermentation qui autorisent des 
specificites elevees, de meme que des rendements de production importants. 

Les procedes selon la presente invention peuvent d'ailleurs etre utilises afin 
d'obtenir des steroides dont la structure est egalement connue mais qui, jusqu'ici, 
30 etaient difficilement accessibles par des procedes commercialement acceptables. 

La presente invention repose sur la mise en evidence du fait que les levures 
sont capables de convertir biologiquement, ou bioconvertir, des steroides precurseurs 
en produisant des steroides hydroxyles et/ou acetyles divers, lesquels peuvent bien 
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entendu, si cela est necessaire, etre ensuite modifies sur de telles fonctions 
particulierement reactives. 

C'est pourquoi la presente invention concerne notamment un procede de 
production de steroides hydroxyles et/ou acetyles comprenant les etapes selon 
5 lesquelles : 

• on cultive des levures sur un milieu comprenant au moins un 
precurseur de tels steroides hydroxyles et/ou acetyles, puis 

• on isole les steroides hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres 
byconversion, 

1 0 ledit procede etant caracterise en ce que lesdites levures sont des levures transformees 
de fa?on a exprimer le produit du gene Cyp7b. 

La levure possede naturellement une activite enzymatique d'acetylation codee 
par le gene atf2, et une activite enzymatique de deshydrogenation codee par le gene 
yill24w. 

15 L'enzyme codee par le gene at/2 (dont la sequence et Factivite sont decrites 

dans Cauet et a L, 1999, Eur. J. Biochem., 261, 317-324 et dans la demande de brevet 
fran?ais FR2774393 ou a Fadresse http://genome-wvAv.stanford.edu/ Saccharomyces) 
est Facetyle coenzyme-A-pregnenolone-acetyle transferase, ci-apres denommee 
« APAT ». Cette enzyme permet Festerification, et plus particulierement Facetylation, 

20 d'un precurseur steroidien tel que par exemple un A 5 - ou A 4 -3p-hydroxysteroide, tel 
que la pregnenolone, la 17-hydroxy pregnenolone, la dehydroepiandrosterone 
(DHEA), ou la 4-pregnene-3Pol-20-one, par exemple. De maniere preferee, cette 
esterification est realisee au niveau de la fonction OH en position 3 d'undit precurseur. 
L'expression de cette activite dans les levures permet par consequent Fobtention de 

25 derives de precurseurs steroidiens acetyles, en tout ou en partie. De meme il est 
possible de proteger chimiquement tout ou partie des fonctions OH du precurseur 
incorpore au milieu de culture de maniere a ce que la reaction d'acetylation ne puisse 
pas se produire sur tout ou partie desdites fonctions. De telles methodes de protection 
sont bien connues et consistent par exemple en Faddition de silane, en la modification 

30 en fonction ester,... 

Toutefois, selon un mode de realisation particulier de la presente invention 
decrit ci-apres, il est egalement possible d'utiliser des souches de levure depourvue de 
Factivite enzymatique APAT, telles que notamment celles decrites dans Cauet et al. 
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(1999, Eur. J. Biocherru 261, 317-324) ou dans la demande de brevet frampais 
FR2774393, dont les contenus sont incorpores par reference dans la presente demande. 

Le gene yill24w a ete decrit lors du projet de sequen9age du genome de la 
levure, toutefois sa fonction n'avait alors pas ete determinee. II est localise sur le 
5 chromosome IX, aux coordonnees 126204 a 127097. Sa sequence est aisement 
accessible a 1'homme de Tart dans la base de donnees du genome de Saccharomyces 
situee, par exemple, a 1'adresse http://genome-www.stanford.edu/ . Dans le cadre des 
travaux de la presente invention, il a ete montre que la proteine codee par le gene 
yill24w possede une activite deshydrogenase comparable a Pactivite de la 170- 

10 hydroxysteroide deshydrogenase precedemment decrite chez les mammiferes 
(17BDH ; Wu et ah, 1993, J. Biol. Chem., 268, 12964-12969). Cette activite dirige 
plus specifiquement la reduction en alcool de la fonction cetone situee, naturellement 
ou apres modification chimique, en position 17 de certains precurseurs steroidiens tels 
que la DHEA, par exemple. Plus particulierement, dans le cas du substrat DHEA, 

15 Pactivite enzymatique de la proteine codee par le gene yill24w conduit a la reduction 
de la fonction cetone de ce steroide et a la formation d'un 3, 17-diol, auquel on referera 
ci-apres comme « Diol ». En outre, lorsque le cas Pimpose, la sequence du gene 
yil!24w etant connue, il est aise a Phomme du metier, familier des techniques de 
mutagenese dans la levure, de produire une souche de levure dans lesquelles le gene 

20 yill24w est inactive. Par exemple, conformement aux exemples qui suivent, il est 
possible d'obtenir des souches de levure pour lesquelles la sequence codante du gene 
yill24w est interrompue (technique Knock-out) et Pactivite enzymatique supprimee. 

Le gene Cyp7b est connu, il a deja ete decrit par Stapleton et al., (1995, J. Biol. 
Chem., 270, 29739-29745) ou Rose et al (1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 4925- 

25 4930). Sa sequence est notamment decrite dans la demande de brevet W096 12820 et 
est accessible aupres de Institute for Fermentation Osaka (IFO) sous le code d'acces 
IFO 203 1 . Les contenus de ces documents sont incorpores par reference a la presente 
demande. Toutefois, rien ne laissait supposer que ce gene de mammifere pouvait etre 
exprime, et plus particulierement exprime sous sa forme active, par une levure. En 

30 outre, rien ne permettait d'envisager qu'une telle levure serait capable d'utiliser un 
steroide comme substrat. En effet, le gene Cyp7b est un gene isole chez les 
mammiferes, notamment le rat, la souris et Phomme, chez lesquels Penzyme codee par 
ce gene appartient a la famille des enzymes communement appelees « cytochromes 
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P450 », dont la forme active renferme de Theme (Poulos, 1988, Pharm. Res., 5, 67-75) 
et qui sont impliquees dans les voies metaboliques des steroides (voir Rose et ai, 
1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94, 4925-4930). La proteine Cyp7b est une 
hydroxylase , et plus particulierement une 7-hydroxylase permettant d'obtenir des 
steroides 7-hydroxyles, et plus particulierement des steroides 7a-hydroxyles. 
Neanmoins, il est possible d'envisager le cas particulier pour lequel le substrat 
steroidien est un equivalent des composes steroidiens connus, dans lequel par 
modification de la structure de Tun des cycles la « position naturellement 7 » soit 
transformee en un « equivalent position 6 ». Dans ce cas precis, la proteine Cyp7b 
permettrait d'obtenir des steroides 6-hydroxyles. 

Selon un cas prefere de Finvention, Taction sur le compose « Diol » decrit plus 
haut de Tenzyme Cyp7b exprimee dans les levures utilisees permet la formation d'un 
3, 7, 17- triol, ci-apres denomme « Triol ». En outre, lorsque la fonction 30H dudit 
diol ou dudit triol est acetylee, on parlera respectivement d'« acetyl-diol » ou 
d'« acetyl-triol ». 

La nature des steroides hydroxyles et/ou acetyles produits selon le procede de 
Tinvention depend par consequent de la possibility pour la levure d'exprimer ou non 
les fonctions d'acetylation codee par le gene atfl, et/ou de deshydrogenation, codee 
par le gene yiI124w , en combinaison avec la possibility pour ladite levure d'exprimer 
Tenzyme d 1 hydroxy lation Cyp7b. 

De preference, les composes que Ton souhaitera produire selon la presente 
invention seront des composes hydroxyles, dans la mesure ou, pour un grand nombre 
de steroides, il a ete montre que le derive hydroxyle etait plus actif que le derive 
acetyle. Neanmoins, a cet egard, il convient de noter que la fonction acetyle est 
susceptible d'etre progressivement hydrolysee in vivo et peut done constituer une 
forme retard de la forme hydroxylee (e'est a dire que le compose tel qu'administre au 
patient n'est pas la forme active mais que cette forme active est obtenue in vivo, apres 
metabolisation naturelle du compose acetyle). C'est pourquoi la presente invention 
concerne tout aussi bien un procede de production de steroides comportant des 
fonctions OH libres, que protegees par un radical acetyle. 

En tout etat de cause, selon le mode de realisation prefere pour lequel on 
cherche a produire des derives steroidiens hydroxyles, il est souhaitable que Tactivite 
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APAT de la levure mise en oeuvre dans le procede de Pinvention soit faible ou nulle. 
Pour ce faire, il existe differentes possibilites . 

Selon une premiere variante, il est possible d'utiliser des souches de levures 
dans lesquelles le gene atfl est naturellement absent ou, a tout le moins, est peu ou non 
5 exprime. Ainsi, Nagasawa et al. (Biosci. Biotechnol. Biochem. 62, 1852-1857, 1998) 
mentionnent qu'une souche IFO2031 (Sacccharomyces bayanus) est exempte du gene 
atfl. 

Selon une autre variante, il est possible d'utiliser des conditions de culture dans 
lesquelles la capacite des levures a acetyler le ou les precurseurs steroidiens presents 

10 dans le milieu de culture est fortement reduite, voire eliminee. En particulier, la 
demanderesse a mis en evidence le fait que les souches possedant Factivite 
effectuent des reactions d'acetylation plus limitees en conditions oxydatives, 
notamment par croissance sur des sources de carbone non fermentescibles, telles que 
par exemple le glycerol ou F acetate. 

15 Selon une troisieme variante, il est egalement possible d'utiliser des souches de 

levure presentant, naturellement ou apres manipulation genetique, une activite 
desacetylase. Cette activite a ete decrite comme agissant sur les esters d'alcools a 
chaine courte (rEF). L'utilisation d'un tel systeme permettrait de desacetyler les 
produits obtenus par Factivite APAT. 

20 Enfin, il est possible d'utiliser des souches atf2\ c'est-a-dire dans lesquelles le 

gene ne s' exprime pas ou dans lesquelles le produit de ce gene est inactif. Plus 
particulierement, Fhomme du metier est capable, par des experiences de routine, de 
preparer des souches de levure depourvues de Factivite enzymatique APAT, telles que 
notamment celles decrites dans Cauet et a 1. ( 1999, Eur. J. Biochem., 261, 317-324) 

25 ou dans la demande de brevet fran9ais FR2774393 dont les contenus sont incorpores 
par reference dans la presente demande. 

De meme, il peut etre interessant de n'induire Factivite du gene atf2 qu'a un 
certain moment du procede de Finvention, par exemple sequentiellement a 
Fexpression du gene Cyp7b. Ainsi, certains promoteurs ont ete decrits chez la levure, 

30 qui ne sont actifs qu'en presence d'une stimulation exterieure (Guarente et al., 1982, 
Proc. Natl. Acad. Sci., 79, 7410-7414) ou lorsque les levures sont en phase stationnaire 
(Panaretou et al., 1992, Eur. J. Biochem., 206, 635-640). L'utilisation d'un gene at/2 
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place sous controle d'un tel promoteur permet par consequent de controler Factivite 
APAT chez la levure renfermant un tel gene recombine. 

De la meme fa9on, la presence chez la levure utilisee dans le procede de 
Tinvention d'une activite endogene similaire a Factivite 17BDH des mammiferes 
5 (codee par le gene yill24\v) mene a la formation de composes reduits qui peuvent 
apporter une valeur ajoutee par rapport au produit non modifie. Inversement, il peut 
egalement etre souhaitable de disposer de souches de levure ou des conditions de 
culture pour lesquelles Factivite du gene yil 1 24w est reduite ou supprimee. Ainsi, il est 
possible de faire appel a des conditions de culture en milieu oxydatif ou a Futilisation 
10 de souches de levures dans lesquelles le gine yil!24w a ete inactive. 

Bien entendu, selon des cas preferes de Finvention pour lesquels il est 
interessant d'obtenir des composes reduits, il est possible de disposer de souches de 
levure capables de surexprimer le gene yill24w ou d'exprimer Factivite 17BDH a un 
moment privilegie de la byconversion, par exemple par Futilisation de souches pour 
15 lesquelles le gene yill24w est place sous le controle d'un promoteur inductible tel que 
ceux decrits plus haut. 

II est bien entendu possible de modifier en outre la fonction acetyle obtenue 
apres Faction de Factivite APAT lors du procede de Finvention mettant en oeuvre une 
souche de levure atf2+ y par exemple en transformant ladite souche de levure afin 
20 qu'elle exprime en outre une activite enzymatique reagissant sur ce substrat. On peut 
ainsi obtenir des derives steroidiens methyles, lorsque le gene en question code pour 
une enzyme a activite methylase. 

Parmi les substrats precurseurs de steroi'des utilisables dans la presente 
invention, il faut citer les steroides ou precurseurs de steroides possedant une position 
25 7- hydroxylase, c'est a dire accessible et susceptible d'etre hydroxylee par une 
enzyme presentant une activite hydroxylase. Des exemples de telles positions 
hydroxylases consistent notamment en un carbone, un soufre, un azote. 

Parmi les substrats precurseurs de steroides utilisables dans la presente 
invention, il faut citer plus particulierement les steroides 3-hydroxyles et notamment 
30 les steroides 3-P-hydroxyles, ou possedant une fonction 3-ceto. 

Plus particulierement, sans que cette Iiste ne soit limitative, dans cette invention 
on considerera un precurseur selectionne parmi le groupe consistant en les steroides a 
structure de type androstanique, androstenique, pregnanique, pregnenique, cholanique, 
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cholenique, cholesterique, ergostanique, ergostenique, testosteronique ou stigmarnique, 
par exemple la DHEA, la testosterone, la pregnenolone, la pregnanolone, le 25- 
hydroxy-cholesterol, le 5-cc-androstane-3p-17P-diol, ou le 5-a-androstene-3p-17p« 
diol. 

5 Bien entendu, ces composes peuvent egalement etre obtenus sous forme 

acetylee. La fonction cetone 17 des precurseurs en possedant une peut aussi subir une 
reduction, comme cela a ete decrit precedemment. 

L'invention peut etre mise en oeuvre en utilisant des levures de differents 
genres qui peuvent etre, sans que cette liste ne soit limitative, selectionnes parmi 
10 Candida, Yarrovia, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Torulopsis, Pichia, 
Hansenula. 

Une realisation preferee de l'invention mettra en oeuvre des levures du genre 
Saccharomyces, par exemple S. cerevisiae. 

Les conditions dans lesquelles ces levures peuvent etre cultivees sont connues 
15 de Fhomme du metier, il suffit d'ajouter au milieu de culture un substrat precurseur 
des steroides souhaites pour mettre en oeuvre le procede selon la presente invention. 

Les exemples proposes ci-dessous montrent que certains milieux sont plus 
favorables que d'autres a la production de steroides hydroxyles, il s'agit la d'un 
parametre qui peut etre aisement optimise par Phomme du metier. 
20 Parmi les milieux, il faut citer : YPD, YPG, YNBD et YNBG contenant 

notamment du glycerol et/ou du glucose (voir egalement Sherman, 1991, Methods 
Enzymol., 194, 3-21). De meme, il est possible d'adapter la composition du milieu en 
cours de procede ou de selectionner le milieu en fonction du promoteur selectionne 
pour diriger Texpression du gene Cyp7b (par exemple, le milieu minimum YNBD sera 
25 choisi dans le cas du promoteur CYC1 et le milieu riche YPG sera selectionne dans le 
cas du promoteur TEF1). 

Les conditions additionnelles de culture sont les conditions habituelles mais 
peuvent etre optimisees. 

Les quantites de precurseur ajoutees au milieu de culture dans le cadre du 
30 procede de 1'invention seront choisies de maniere a obtenir une concentration dans le 
milieu de byconversion comprise entre 10 et 200 jig/ml, preferentiellement comprise 
entre 20 et 100 ^ig/ml. 
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Les levures utilisees dans le cadre de Pinvention sont des souches transformees 
de fafon a exprimer le produit du gene Cyp7b. Cela signifie que lesdites souches ont 
ete prealablement modifiees de fason a introduire le gene Cyp7b dans les levures et 
permettre son expression. Pour ce qui concerne la transformation des levures afin 
5 d'exprimer le gene Cyp7b, il est possible introduire ce gene soit dans le genome de la 
levure, soit de fa^on a ce qu'il ait une localisation extrachromosomale. A ces effets, 
on peut utiliser des systemes de type plasmidique, circulates ou lineaires. Parmi les 
plasmides comportant des origines de replication de la levure, on peut citer les 
plasmides derives du plasmide 2\x de Sacchoromyces, lequel comportera de preference 

10 comme marqueur de selection, soit un marqueur de selection de resistance aux 
antibiotiques, par exemple le gene G418R, soit au moins un marqueur d'auxotrophie 
tel que URA3, URA3d LEU2. De telles techniques de transformation sont bien 
decrites dans la litterature et ne presentent pas de difficulte particuliere. 

Pour ce qui concerne le gene Cyp7b y sa sequence nucleique (Institute for 

15 Fermentation Osaka (IFO), code d'acces IFO 2031 ou SEQ ID N01) peut etre clonee 
sous le controle d'un promoteur de levure tel que CYC1 (Degryse et al. Yeast (1995), 
1_L pp. 629-640), TEF1 (Cotrelle et aL, 1985, J. Biol. Chem., 260, 3090-3096) ou 
TDH3 (Bitter and Egan, 1984, Gene, 32, 263-274) afin de permettre son expression 
dans les levures transformees. 

20 Le procede de T invention comporte en outre une etape selon laquelle les 

steroides produits sont isoles du milieu. Une telle etape ne constitue pas un element 
crucial dudit procede et peut mettre en oeuvre differentes techniques generalement 
utilisees dans le domaine de la purification des steroides (chromatographic, HPLC,...). 
L'invention concerne, en outre, les nouveaux steroides hydroxyles qui peuvent 

25 etre ou qui sont obtenus par le procede decrit precedemment ainsi que leur utilisation 
dans le cadre d'applications therapeutique ou prophylactique, notamment a titre de 
neurosteroides, pour la preparation d'un medicament destine au traitement du corps 
humain ou animal. 

Elle concerne egalement des compositions, notamment pharmaceutiques, 
30 refermant de tels nouveaux steroides hydroxyles. Ces compositions pharmaceutiques 
renferment en outre un ou plusieurs support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. Un tel support est preferentiellement isotonique, hypotonique ou 
faiblement hypertonique et presente une force ionique relativement faible, tel que par 



m 
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exemple une solution de sucrose. Par ailleurs, un tel support peut renfermer tout 
solvant, ou liquide aqueux ou partiellement aqueux tel que de Peau sterile non 
pyrogene. Le pH de la formulation est en outre ajuste et tamponne afin de repondre 
aux exigences d'utilisation in vivo. La formulation peut egalement inclure un diluant, 
5 un adjuvant ou un excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique, de meme 
que des agents de solubilisation, de stabilisation, de preservation. Pour une 
administration injectable, on prefere une formulation en solution aqueuse, non- 
aqueuse ou isotonique. Elle peut etre presentee en dose unique ou en multidose sous 
forme liquide ou seche (poudre, lyophilisat...) susceptible d'etre reconstitute de 

1 0 maniere extemporanee par un diluant approprie. 

Les exemples ci-apres permettront de comprendre les methodes de construction 
des vecteurs et de transformation des levures mais il s'agit la, pour l'essentiel, de 
technologies qui sont deja connues de l'homme du metier. Les vecteurs sont decrits 
dans Degryse et al (Yeast (1995), H, pp. 629-640 ). 

15 II est entendu que les resultats ci dessous ne sont donnes qu'a titre d'exemples. 

Ainsi, les taux obtenus, par exemple dans les manipulations de bioconversion, ne sont 
donnes qu'a titre indicatif, et ne representent aucunement une revendication de la 
capacite maximale du systeme en conditions optimisees. 

20 EXEMPLE 1 : Construction des vecteurs d'expression pour PADNc de cyp7b 

L'ADNc de cyplb est amplifie en utilisant Poligo de sequence SEQ ID N° 1, 
en introduisant ainsi un site Sail (souligne) et une sequence de 4A avant le codon ATG 
ct unc scconde amorce de sequence SEQ ID N° 2 introduisant un site Mlul apres le 
codon stop. 

25 Le premier produit de PCR est sous-clone apres une restriction Sail Mlul dans 

le site Sail Mlul du vecteur equivalent a pTG10164 ( Degryse et aL, Yeast (1995), J_L, 
pp. 629-640). Ceci conduit a un vecteur pTGHOlO contenant le gene Cyplb sous 
controle du promoteur CYC1 (Degryse et al. Yeast (1995), H, pp. 629-640) dans un 
environnement 2\i et avec le gene G418R (neo). 

30 Ensuite, le promoteur TEF1 (Cotrelle et al., 1985, J. Biol. Chem., 260, 3090- 

3096) est clone par echange Clal Sail, ce qui conduit au vecteur pTGHOll, les 
plasmides correspondants sont decrits dans Particle de Yeast pre- cite. 
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Par la methode de recombinaison deja decrite dans Particle de Yeast, le bloc 
d'expression NotI contenant le promoteur CYC1 (respectivement, TEF1) a ete 
introduit dans le plasmide base sur le 2 micron pTG 10042 (respectivement, 
pTG 10092) contenant le gene URA3d pour donner le plasmide pTG14012 
5 (respectivement, pTG14014). Le plasmide pTG14015 a ete construit de la meme fa?on 
que pTG14014, a partir de pTG 10220, qui porte le gene URA3, comme gene de 
selection. 

Le gene URA3d a ete choisi parce qu'il conduit a une selection pour un tres 
grand nombre de copies en milieu minimum. Le gene URA3 produit un nombre moyen 
10 de copies, et la pression de selection est raisonnable en milieu minimum. 

Les plasmides pTG14012, pTG14014 et pTG14015 ont ete introduits par 
transformation dans la souche FY1679-28c, les transformants selectionnes sur un 
milieu minimal approprie puis stockes. 



On trouvera ci-apres un resume des vecteurs d'expression pour cyp7b : 



PLASMIDE 


PROMOTEUR 


MAROUEUR DE 
SELECTION 


pTGHOll 


TEF1 


G418R 


pTG14012 


CYC1 


URA3d 


pTG14014 


TEF1 


URA3d 


P TG14015 


TEF1 


URA3 



Tous les vecteurs contiennent le replicon d'E. coli et Porigine de replication du 
plasmide 2|i de levure. 

Les levures utilisees sont : 

FY1679-28c (Mata ura3-52 trpl - 63 leu2 - 1 his3- 200 GAL fenl), un 
segreguant Mata de FY 1679. 

TGY202 et TGY206 sont des derives TRP1 obtenus apres transformation des 
souches, respectivement, F1679-28c et TGY186. 

Dans TGY156, une partie du gene atf2 a ete inactivee et remplacee par URA3. 
TGY186 est un derive de TGY156 dans lequel le gene URA3 au locus atf2 a ete 
remplace par TEF1 : :PGK1 sous forme de bloc d'expression. 



15 



20 



25 
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Les souches sont transformees en utilisant la procedure a T acetate de lithium 
(Ito, et al. ? 1983, J. Bact. 153, 163-168) ou par electroporation (Nacken et al., 1994, 
Nucleic Acids Res, 22, 1509-10) et selectionnees sur un milieu solide YNBG 
contenant les acides amines appropries. 

5 

EXEMPLE 2 : BIOCONVERSION 

Les cellules sont mises en croissance sur un milieu solide YNBG supplements 
avec les acides amines appropries. Une preculture est effectuee pendant 24 heures a 
28°C dans un milieu ayant la meme composition que le milieu de culture a tester. Le 
10 milieu minimal (YNB et la source de carbone) est supplement^ avec 0,5% de casamino 
acides (en plus des nutriments necessaires pour la souche). 

Lorsque le milieu de croissance contient du glycerol (2%), le glucose est 
egalement present a 0,1% pour faire demarrer la culture. 

Un aliquote de la preculture est utilise pour inoculer 10 ml de milieu de culture 
15 avec une densite optique a 600 nm de 0,1 et la DHEA est solubilisee dans un melange 
tergitol/ethanol 50/50 a 10 mg/ml (ou ajoutee au moment indique). A differents 
intervalles de temps un aliquote de 500 jal du milieu de culture est pris et on extrait les 
steroYdes afin de les doser. 

On ajoute au milieu de culture 4 ml de dichloromethane, le melange est passe 
20 au vortex pendant 10 minutes et centrifuge durant 3 minutes a 3 000 tours/minute. La 
phase organique est sechee sous un flux d'azote a 50°C. On ajoute au residu 500 |il de 
dichloromethane, Pechantillon est passe au vortex rapidement puis seche comme 
precedemment. Le residu est repris dans un melange isopropanol/eau 90/10 et transfere 
dans des tubes a injection qui sont scelles. L'echantillon est analyse par HPLC contre 
25 des standards composes de DHEA, 7-hydroxy DHEA et acetyle DHEA. Quelques 
standards contiennent en plus la 5-androstene-3P-17P-diol. 

Les differents milieux de culture qui ont ete utilises sont YPG, YNBD (glucose 
a 2%) et YNBG (glycerol a 2%, glucose a 0,1%). 

Les resultats obtenus sont rassembles dans les exemples ci-apres ; 



WO 01/25469 PCT/FR00/02753 

12 

EXEMPLE 3 : Mise en evidence d'une activite intrinseque 17-deshvdrogenase chez la 
levure 

L'incubation de TGY202 et de I'acetyl-DHEA pendant 49 heures dans le 
YNBD a permis d'isoler l'acetyl-diol, indiquant une activite dehydrogenase chez la 
5 levure. 

La caracterisation du produit obtenu a permis de determiner que cette activite 
est similaire a celle de la 1 7p-hydroxysteroide dehydrogenase des mammiferes 
(17BDH) . 

10 EXEMPLE 4: Identification du gene viU24w codant pour Tactivite 17BDH de la 

levure Saccharomvces cerevisiae 

Le gene yill24w a ete amplifie par PCR en utilisant les amorces de sequences 

SEQ ID N° 3 et SEQ ID N° 4 qui introduisent respectivement des sites de restriction 

Sail et Mlul. Le produite de Famplification apres restriction par les enzymes Sail et 
15 Mlul a ete sous-clone dans le vecteur de levure pTG 10851 pour dormer le vecteur 

pTG 14491. le gene yill24\v est ainsi sous le controle du promoteur de levure TEF1 et 

du terminateur de levure PGK1. L'origine de replication est le 2-micron et le marqueur 

de selection est le gene de resistance au G418. 

Apres transformation de TGY206 par pTG 14491, on effectue une 
20 byconversion pendant 24 heures dans le milieu YNBD, en utilisant la DHEA en tant 

que substrat. Les steroides presents dans ie milieu de culture sont analyses : 





DHEA 


Diol 


TGY206 


62 


13 


TGY206-pTG 14491 


27 


52 



les valeurs sont exprimees en fig/ml du steroide extrait du milieu de culture 



Ces resultats confirment I'activite 17BDH du gene yill24w 1 et montrent que sa 
25 surexpression permet de produire des derives steroidiens reduits. 

EXEMPLE 5 : Generation d'un mutant Knock-Out pour le gene yill 24w 

Le plasmide pTG 14491 a ete restreint par PstI et Ncol (sites de restriction 
uniques dans la sequence codante de yil!24w) et les bouts cohesifs ont ete rendus 
30 francs par TADN polymerase de T4. Le gene URA3, est alors clone dans ce plasmide, 
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afin que la sequence codante dcyilJ24w soit interrompue par ce marqueur de selection 
URA3. Le plasmide resultant pTG 14584 contient le gene URA3 dans !e meme sens de 
traduction que le gene TIL124w. Apres restriction de pTG 14584 par Sail et Mlul, le 
fragment libere contenant yill24\v interrompu par URA3 est introduit dans les souches 
5 TGY202 et TGY206, et les colonies recombinantes sont selectionnees sur YNBD + 
LH, la selection etant pour une prototrophic pour Furacile. Sont ainsi obtenues 
respectivement les souches TGY279 et TGY282. 

Les souches TGY206 et TGY282 sont incubees en presence de DHEA ou 
acetyl-DHEA dans le milieu YNBD pendant 24h et les produits obtenus sont mesures. 

10 



Produits 


DHEA 


acetyl-DHEA 


Diol 


acetyl-diol 




Substrat DHEA 


TGY206 


56 


0 


43 


0 


TGY282 


86 


0 


0 


0 




Substrat acetyl-DHEA 


TGY206 


4 


34 


7 


20 


TGY282 


16 


46 


0 


0 



Resultats exprimes en |ig/ml extrait du milieu de culture. 



II apparait done clairement que la souche TGY282 n'est plus capable de reduire le 
DHEA ou Facetyle-DHEA en resp. diol ou acetyl-diol. Ceci confirme Finactivation du 
15 gene yil 1 24w, ainsi que de sa fonction 1 7 -dehydrogenase. 

Par ailleurs, il est possible d 'observer que la levure possede une activite 
intrinseque de desacetylation de Facetyl-DHEA en DHEA. Ainsi, V identification du 
gene responsable et sa sur-expression par rapport a l'activite APAT permettra de 
produire des steroides sans utiliser des mutants du gene atfl. 

20 

EXEMPLE 6 : Mise en oeuvre du procede selon la presente invention pour obtenir la 7- 
hydroxv-DHEA a partir de la DHEA, en utilisant la souche TGY202, transformee avec 
les plasmides d'expression de cyylb. 

La souche TGY202 transformee avec les plasmides pTG14012, pTG14014 ou 
25 pTG14015 est incubee en presence de DHEA (40jig/ml) dans un milieu YPG, pendant 
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48 heures, et la presence de 7-hydroxy-DHEA (7aH0-DHEA) est evaluee dans le 
milieu. 

Les resultats sont rassembles au tableau ci-apres : 



TGY202 


7-HYDROXY DHEA 


pTG14012 


4,2 


pTG14014 


6,4 


pTG14015 


3,1 



5 La presence de 7aHO-DHEA dans le milieu indique que le gene cyp7b est 

exprime sous une forme active permettant la bioconversion de la DHEA en 7aHO- 
DHEA par la levure. Ainsi, tout substrat potentiel de Cyp7b peut etre hydroxyle in vivo 
par une souche de levure exprimant cyp7b. 

Par ailleurs, ces resultats indiquent que le promoteur TEF1 est plus efficace que 
10 CYC1, et que le marqueur de selection URA3d donne de meilleurs resultats que le 
marqueur URA3. 

EXEMPLE 7 : Augmentation de la production de 7aHO-DHEA par bioconversion, par 
la modulation des conditions de fermentation 
15 TGY202-pTG14012 et TGY202-pTG14014 sont incubees dans les milieux 

YNBD et YNBG pendant 48 heures, en presence de DHEA (40|ig/ml) ajoutee au 
milieu immediatement apres inoculation, ou apres 8 heures d' incubation. 
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Les resultats sont rassembles dans le tableau suivant (en % de produit 
accumule). 





DHEA (40ug/ml) ajoutee a t 0 


Milieu 


YNBD 




YNBG 






TGY202- 
pTG14012 


TGY202- 
pTG14014 


TGY202- 
pTG14012 


TGY202- 
pTG14014 




20,1 


9,6 


65,2 


55,8 






















DHFA 


0 


0 


5,7 


1,1 




0 


2,9 


0 


0 


/(ZHlJ-L/hLbA 


52,3 


35,6 


25,1 


37,2 


THol 

1 1 JUl 


27,5 


51,9 


4,0 


5,4 














DP 


IEA (40pg/ml) ajoutee a 1 0 + 8 heures 


acetyl-DHEA 


3,0 


2,0 


25,1 


0 


acetyl-diol 










acetyl-triol 










DHEA 


0 


0 


17,3 


3,4 


Diol 


1,5 


0 


7,4 


0 


7aHO-DHEA 


40,6 


53,1 


36,9 


81,5 


Triol 


54,9 


44,9 


13,3 


15,1 



On constate ainsi une influence du milieu de fermentation et du moment 
de l'apport du substrat DHEA pour la production selective de 7aHO-DHEA, une 
5 inoculation tardive dormant en general de meilleurs resultats, et le milieu YNBG etant 
superieur aux autres milieux . 

EXEMPLE 8 : Production preferentielle de 7aHO-DHEA en Tabsence de derives 
acetvles par Putilisation de souches KO pour Tactivite APAT 
10 TGY206-pTG14014 est incubee dans du YNBD en presence de DHEA 

(100}ig/ml) pendant 49 heures. 
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L'analyse des produits obtenus indique que Ton recupere 100% de 7ctHO- 
DHEA (91,7|ag/ml). 

Lorsque le milieu de culture est YNBG, on obtient un melange de 7ctHO- 
DHEA (89%, 73,8ng/ml), Triol (6%, 5|ig/ml) et DHEA (5,3%, 4,4|ig/ml). 
5 Ces observations indiquent qu'en Fabsence d'activite APAT, on evite la 

production de derives acetyles. En revanche, la presence de Pactivite intrinseque 
17BDH mene a une presence contaminante des Diol ou Triol. 



EXEMPLE 9 : Production„preferentielle du Triol 
10 L'incubation de TGY206-pTG140I4 en presence de Diol (100{ag/ml) pendant 

48 heures mene a la production de 26,4 {ig/ml Triol (36%) des produits finaux, 74% de 
Diol restant) dans le YNBG. L'utilisation de YNBD donne un taux de bioconversion 
de 100%. 

Ces resultats montrent qu'en changeant le milieu de fermentation, on peut 
15 canaliser la production de metabolites a partir d'un substrat. En particulier, on peut 
aisement concevoir que la surexpression du gene yill24w permet une accumulation 
rapide et/ou complete de derives reduits. En couplant cette surexpression avec celle de 
cyp7b y on peut ainsi aboutir a une conversion quasi-totale en Triol, a partir de DHEA 
comme substrat de depart. 

20 



EXEMPLE 10: Production preferentielle de Facetyl-DHEA par Futilisation d'une 
souche de levure KO pour Pactivite 17BDH 

Les souches TGY202 et TGY279 ont ete incubees avec le DHEA pendant 24 
25 heures dans le milieu de culture YPD, et les steroides produits mesures. 





DHEA 


Ac-DHEA 


Diol 


Ac-Diol 


TGY202 


1 


84 


14 


1 


TGY279 


3 


96 


0 


1 



Resultats exprimes en pourcentage du total des steroides extraits du milieu de culture 

II apparait clairement que la souche TGY279 transforme quasi 
totalement le DHEA en acetyl-DHEA, en l'absence de Tactivite 17BDH. 
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EXEMPLE 1 1 : Production exclusive de 7aHO-DHEA par I'utilisation de la souche 
TGY282. KO pour les activites APAT et 17BDR et exprimant cyylb 

Les souches TGY279 et TGY282 sont transformees avec le plasmide 
pTG14011 et selectionnees sur YPG + G418. L'incubation des souches transformees 
5 dans le milieu YPD pendant 24 heures, en utilisant le DHEA en tant que substrat, 
permet de mesurer les taux des steroides produits par ces souches. 





DHEA 


Ac-DHEA 


Diol 


Ac-Diol 


7otHO-DHEA 


TGY279-pTG14011 


3 


49 


1 


0 


47 


TGY282-pTG14011 


31 


0 


1 


0 


68 



Resultats exprimes en pourcentage du total des steroides extraits du milieu de culture 



Bien que la bioconversion ne soit pas alle au bout dans cette experience, on 
10 voit que la souche TGY282-pTG1401 1 produit exclusivement du 7ccHO-DHEA a 
partir du DHEA, alors qu'une souche contenant egalement Tactivite APAT produit, 
non seulement du 7ctHO-DHEA, mais aussi de Pacetyl-DHEA. 
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REVENDICATIONS 
1) Procede de production de steroi'des hydroxyles et/ou acetyles 
comprenant Ies etapes selon lesquelles : 

• on cultive des levures sur un milieu comprenant au moins un 
5 precurseur de tels steroi'des hydroxyles et/ou acetyles, puis 

• on isole les steroi'des hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres 
byconversion, 

ledit procede etant caracterise en ce que lesdites levures sont des levures transformees 

de fa?on a exprimer le produit du gene Cyplb. 
10 2) Procede selon la revendication 1 de production de steroide 

hydroxyle, caracterise en ce lesdites levures ont une activite APAT faible ou nulle 

et/ou en ce que Ton cultive lesdites levures dans des conditions oxydatives. 

3) Procede selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 

ledit precurseur contient une position 7 susceptible d'etre hydroxylee. 
15 4) Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 

ledit precurseur est un steroide 3-hydroxyle, de preference 3p-hydroxyIe, ou possedant 

une fonction 3-ceto. 

5) Procede selon la revendication 1 a 4, caracterise en ce que ledit 
precurseur est choisi parmi les steroi'des a structure de type androstanique, 

20 androstenique, pregnanique, pregnenique, cholanique, cholenique, cholesterique, 
ergostanique, ergostenique, testosteronique ou stigmamique. 

6) Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que le precurseur 
est choisi parmi le groupe consistant en la DHEA, la testosterone, la pregnenolone, la 
pregnanolone, le 25-hydroxy-cholesterol, le 5-a-androstane-3p-17p-diol, et le 5-oc- 

25 androstene-3p-17p-diol. 

7) Procede selon Tune des revendications 2 a 6, caracterise en ce que 
Pactivite APAT de la levure a ete rendue faible ou nulle par inactivation du gene atf2 
ou par utilisation d'un mutant atf2\ 

8) Procede selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la 
30 levure porte egalement une activite dehydrogenase. 

9) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que Pactivite 
dehydrogenase est une 1 7-deshydrogenase qui conduit a un derive 1 7-hydroxyle. 
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10) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que l'activite 17- 
deshydrogenase est portee par le gene yill 24w. 

1 1) Procede selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce que 
l'activite 1 7-deshydrogenase de la levure a ete rendue faible ou nulle, en particulier par 

5 inactivation du gene yiU24\v ou utilisation d'un mutant yil 124 w'. 

12) Procede selon l'une des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que 
la levure est du genre Saccharomyces. 

13) Procede selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce que 
le gene Cyplb est sous le controle d'un promoteur levure choisi parmi CYC1, TEF1 et 

10 TDH3. 

14) Steroide hydroxyle et/ou acetyle caracterise en ce qu'il peut etre 
obtenu par le procede selon l'une des revendications 1 a 13. 

15) Souche de levure possedant une activite 1 7-deshydrogenase nulle 
par inactivation du gene yill 24w. 

15 16) Souche de levure transformee avec un plasmide comprenant une 

cassette d'expression exprimant le gene Cyp7b. 

17) Utilisation d'un steroide selon la revendication 14, pour la 
preparation d'un medicament pour le traitement de maladies du systeme nerveux 
central. 



20 



I 



) 



i. 



10/089803 

JC10c'dPCT/FTO 0 4 APR 

WO 01/25469 1 PCT/FROO/02753 

LISTE DE SEQUENCES 

<110> TRANSGENE SA 

<120> PROCEDE DE PREPARATION DE STEROIDES MODIFIES PAR 
FERMENTATION DE LEVURES 

<130> D18217 

<150> FR 99 12410 
<151> 1999-10-05 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 35 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : Amorce 
pour amplifier cyp7b 

<400> 1 

gatcgtcgac aaaaatgtct ggagccacga cccta « 



<210> 2 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Amorce 
pour amplifier cyp7b 

<400> 2 

gatcacgcgt tttcagcttc tccaa 



<210> 3 
<211> 36 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : Amorce 
pour isoler le gene yill24w de saccharomyces 
cerevisiae 

<400> 3 

gactgtcgac aagtatgtcg gagttacagt cacaac 



<210> 4 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence art if icielle : Amorce 



WO 01/25469 

pour isoler le gene yill24w de 
cerevisiae 

<400> 4 

ctacacgcgt ggtgtacaaa ctatacggaa 



PCT/FR00/02753 

saccharomyces 

30 




I 

I 

I 



(12) DEMANDS INT 



TIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRaHR)E COOPERATION 
EN M ATI ERE DE BREV ETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau inlcrnaiional 

(43) Date de la publication internationale 
12 avril 2001 (12.04.2001) 




PCT 



(10) Numero de publication internationale 

WO 01/25469 A3 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

C12N 15/53. 15/54.9/02. 
9/10, I / 1 9. C 1 2 P 33/06. C07J 75/00, A6IK 31/56 // (CI 2P 
33/06. CI2R 1:865) (CI2N 1/19. CI2R 1:865) 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FROO/02753 

(22) Dale de depot international: 4 octobre 2000(04. 10. 2000) 

(25) Languc de depot : francos 

(26) Langue de publication : frangais 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

99/12410 5 octobre 1999(05.10.1999) FR 

(71) De posa n t (pour ious les Etats designes sauf US) : T RA N S- 
GENE S.A. [FR/FR]: I I. rue de Molsheim. F-67000 Stras- 
boure (FR). 



10. allee de la Toison d'Or. F-94000 Creteil (FR). VTCO, 
Pedro | FR/FR): Residence le Col vert, 103. route de 
Schirmeck. F-67200 Strasbourg (FR). LATHE, Richard 
IGB/GB): King's Buildings. West Mains Road. Edinburgh 
EH9 3JQ (GB). 

(74) Man data ires : MARTIN, Jean-Jacques etc.: Cabinet 
Regimbeau. 20, rue de Chazelles, F-75847 Paris Cedex 1 7 
(FR). 

(81) Etats designes (national) : AU. CA. JP. US. 

(84) Etats designes (regional) ' brevet europeen (AT. BE. CH. 
CY. DE. DK. ES. FK FR. GB. GR. IE. IT. LU. MC. NL. PT. 
SE). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 

(88) Date de publication du rapport de recherche 

internationale: 28 tevrier 2002 



(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : CAUET, 
Gilles [FR/FR]: 8, rue du General Leclerc. F-67370 
Griesheim sur Souffel (FRV DEGRYSE, Eric [BE/FR|: 



En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrexia- 
tions. se referer aitx "Notes expHcatives relatives aux codes et 
abreviat ions" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: METHOD FOR PREPARING STEROIDS MODIFIED BY YEAST FERMENTATION 

(54) Titre : PROCEDE DE PREPARATION DE STEROIDES MODIFIES PAR FERMENTATION DE LEV U RES 



(57) Abstract: The invention concerns a method for producing hydroxylated and/or acetylated steroid comprising steps which con- 
\^ sisi in: cuiiuring yeasts on a medium comprising at least a precursor of" such hydroxylated and/or acetylated steroids: then isolating 
'Tf' the hydroxylated and/or acetylated steroids from the medium after bioconversion. Said method is characterised in that said yeasts 

are yeasts transformed so as to express the product of Cyplb gene. The invention also concerns the modified yeast strains. 

(57) Abrege : La presente invention concerne un procede de production de sieroide hydroxyle et/ou acetyle comprenant les etapes 
selon lesquelles: on cultive des levures sur un milieu comprenant au moins un precurseur de lels steroides hydroxyles ei/ou acetyles. 
puis on isole les steroides hydroxyles et/ou acetyles du milieu apres bioconversion, ledit procede etant caracterise en ce que lesdites 

£^ levures sont des levures transformees de fac.on a exprimer le produil du gene C\p7b. L'invention concerne aussi les souches de 

^* levures moditiees. 



INTERNA 



SEARCH REPORT 



InU^^^V al Application No 

PCT/FR 00/02753 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12N15/53 C12N15/54 C12N9/02 
C12P33/06 C07J75/00 A61K31/56 
(C12N1/19,C12R1:865) 

According to International Patent Classification (IPC) or to boih national classification and IPC 



C12N9/10 C12N1/19 
//(C12P33/06,C12R1:865), 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C12N C12P C07J A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, MEDLINE , BIOSIS, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



WO 97 37664 A (ROSE KENNETH ANDREW ;SECKL 
JONATHAN ROBERT (GB); YAU JOYCE LAI WAH) 
16 October 1997 (1997-10-16) 
page 10, line 25 -page 12, line 25 
page 18, line 24-32 
examples 1-4 

claims 11-23,25-27,31-33 

W0 99 40203 A (H0ECHST MARION ROUSSEL INC) 

12 August 1999 (1999-08-12) 

cited in the application 

page 1, line 1 -page 9, line 12 

examples 1-6 

claims 1,2,22-28 

-/-- 



1,3-6, 
12,14, 
16,17 
2-7,13 



2,7,13 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are tisted in annex. 



' Special categories of cited documents : 

'A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

'E* earlier document but published on or after the international 
tiling date 

*L" document which may throw doubts on priority daim(s> or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

'P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



■T later document published after the international filing date 
or priority dale and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

•X* document of particular relevance: the claimed invention 
■ cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments. -such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



30 March 2001 



Date of mailing of the international search report 



12/04/2001 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Off tee. P.B. 5818 Patent laan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. <*31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



van de Kamp, M 



Fonri PCT/1SA/210 (second sheet) (Jufy 1992) 



page 1 of 3 



INTE 



flONAL SEARCH REPORT 




terna* j! Application No 



PCT/FR 00/02753 



C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * 



Citation of document, with indication.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



ROSE K A ET AL.: "Cyp7b, a novel brain 

cytochrome P450, catalyzes the synthesis 

of neurosteroids 7. alpha. -hydroxy 

dehydroepiandrosterone and 

7. alpha. -hydroxy pregnenolone" 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 

vol. 94, no. 10, 13 May 1997 (1997-05-13), 

pages 4925-4930, XP002163976 

abstract 

page 4925, right-hand column, line 36 
-page 4926, left-hand column, line 4 
table 1 

WO 96 12810 A (UNIV EDINBURGH ; LATHE 
RICHARD (GB); ROSE KENNETH ANDREW (GB); 
STAP) 2 May 1996 (1996-05-02) 
page 9, 1 ine 10-14 
page 21, paragraph -3.4.1- 
page 26, line 23 -page 27, line 6 
claims 23-25 

KOSHCHEYENKO K A ET AL.: "Immobilization 
of living microbial cells and their 
application for steroid transformations." 
ENZYME AND MICROBIAL TECHNOLOGY, 
vol. 5, no. 1, 1983, pages 14-21, 
XP000990744 
abstract; table 1 

page 14, right-hand column, line 24 -page 
15, left-hand column, line 2 
page 17, right-hand column, line 16-25; 
figure 5 

WARD 0 P ET AL.: "Reductive 

biotransformations of organic compounds by 

cells or enzymes of yeast;" 

ENZYME AND MICROBIAL TECHNOLOGY, 

vol. 12, no. 7, 1990, pages 482-493, 

XP000990784 

abstract 

left-hand column, line 3-29 
left-hand column, line 41-54 
left-hand column, line 29-31 
left-hand column, line 58 



14,17 



3-6 



1,14,16 



8-11,15 



8-11,15 



page 483, 
page 489, 
page 491, 
page 491 , 
-right-hand column, line 12 



-/-- 



Form PCT/ISA/210 (continuation ot second sneel) (July 1992) 



nana ? n-F 7 



INTERNATIO 



* 



SEARCH REPORT 



Interna ^[^B\ppltcati on No 

PCT/FR 00/02753 



C. (Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category • 


Citation of document, with indication. where appropriate, ol the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


IWASAKI M ET AL. : Site-directed 


1 ,3-0, 




mutagenesis of mouse steroid 


19 1 A 




7-alpha-hydroxylase (cytochrome 






P-450-7alpha): Role of residue-209 in 






determining steroid-cytochrome P-450 






i nteract i on . " 






DTA^I irMTT A 1 1AI IDM A 1 

BIOCHEMICAL JOURNAL , 






vol. 291, no. 2, 1993, pages 569-573, 






XPQ0G99Q764 






abstract 






page 570, right-hand column, line o-Zb 




A 


NAGATA K ET AL.: Rat testosterone 


1 , 3-D, 




7alpha-hydroxylase. Isol ation, sequence, 


1 9 1 A 




and expression of cDNA and its 






developmental regulation and induction by 






3-methyl chol anthrene . " 






JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 






vol . 262 , no . 6, 






25 February 1987 (1987-02-25), pages 






2787-2793 , XP00Z1639/7 






abstract 






page 2791, left-hand column, line l 






-right-hand column, line 14; figures 4,5 




P,X 


ATHENSTAEDT K ET AL.: 


lb 


"1-Acyldi hydroxyacetone-phosphate 






reductase (Ayrlp) of the yeast 






Saccharomyces cerevisiae encoded by the 






open reading frame YIL124w is a major 






component of lipid particles" 






JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 






vol. 275, no. 1, 






7 January 2000 (2000-01-07), pages 






235-240, XP002144501 






abstract 





Fcrrn PCT7ISA/210 (continuation of secona sheet) (July 1992) 



nan* 3 of 3 



INTERNAT^pAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



I Application No 

PCT/FR 00/02753 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9737664 



16-10-1997 



AU 
AU 
CA 
EP 



716503 B 
2302197 A 
2250874 
0954317 



JP 2000511404 



ZA 



9703013 



WO 9940203 



12-08-1999 



FR 
AU 
BR 
CN 
EP 
HR 
HU 
PL 
SK 



2774393 A 
2171499 A 
9904771 A 
1263558 T 
0977868 A 
990303 A 
0002858 A 
336301 A 
133199 A 



24-02-2000 
29-10-1997 
16-10-1997 
10-11-1999 
05-09-2000 
09-10-1998 



06-08- 
23-08- 
21-03- 
16-08- 
09-02- 
30-04- 
28-12- 
19-06- 
16-05- 



1999 
1999 
2000 
2000 
2000 
2000 
2000 
2000 
2000 



WO 9612810 


A 


02-05-1996 


AU 


711903 


B 


21-10-1999 








AU 


- 3670395 


A 


15-05-1996 








CA 


2203105 


A 


02-05-1996 








EP 


0795017 


A 


17-09-1997 








JP 


10512739 


T 


08-12-1998 








NZ 


294019 


A 


28-05-1999 








US 


5976850 


A 


02-11-1999 



Form PCT/lSA/210 (patent family annex) (July 1992) 



RAPPORT DE RECH 



t0 



E INTERNATIONALE 



/iternationale No 



PCT/FR 00/02753 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA OEMANOE 

CIB 7 C12N15/53 C12N15/54 
C12P33/06 C07J75/00 
(C12N1/19,C12R1:865) 

Selon la classification inlernationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale el la CIB 



C12N9/02 C12N9/10 C12N1/19 
A61K31/56 //(C12P33/06 ,C12R1 :865 ) , 



B. DOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consult ee (sysleme de classification suivi aes symooies ae dassement) 

CIB 7 C12N C12P C07J A61K 



Documentation consuliee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domames sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consuttee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees. et si realisable, lermes de recherche utilises) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, MEDLINE , BIOSIS, EMBASE 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ' 



Identification <ies documents cites, avec. !e cas echeanl. r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 97 37664 A (ROSE KENNETH ANDREW ;SECKL 
JONATHAN ROBERT (GB); YAU JOYCE LAI WAH) 
16 octobre 1997 (1997-10-16) 
page 10, ligne 25 -page 12, ligne 25 
page 18, ligne 24-32 
exemples 1-4 

revendications 11-23,25-27,31-33 

W0 99 40203 A (H0ECHST MARION ROUSSEL INC) 
12 aout 1999 (1999-08-12) 
cite dans la demande 
page 1, ligne 1 -page 9, ligne 12 
exemples 1-6 

revendications 1,2,22-28 

-/-- 



1,3-6, 
12,14, 
16,17 
2-7,13 



2,7,13 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

a A" document defintssant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
•E* document anteneur. mais publte a la date de depot international 

ou apres cette date 
*L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
•O* document se reterant a une divutgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publte avant la date de depot international, mais 
posterieuremenl a la date de priorite revendiquee 



"T" document ulteneur publte apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre te principe 
ou la theorte constituant la base de ('invention 

"X" document particulierement pertinent: rinven lion revendiquee ne peut 
eire consideree comme nouvelle ou comme imptiquant une activile 
inventive par rapport au document considere isolemen! 

*Y* document particulierement pertinent: I'inven lion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquanl une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'&* document qui fait partie de la meme famine de brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a ete effective me nt achevee 



30 mars 2001 



Date d'expedilion du present rapport de recherche inlernationale 



12/04/2001 



Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche internationaJe 
Office Europeen des Brevets. P.B. 5818 Patent laan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



van de Kamp, M 



Fonnulaire PCT/JSA^10 (dauxieme leuifle) Outllet 1992) 



oaae 1 de 3 



RAPPORT DE REC^^CHE INTERNATIONALE 



.ternationale No 

FCT/FR 00/02753 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie H Identification des documents cites, avecle cas echeant, l indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



ROSE K A ET AL . : "Cyp7b, a novel brain 

cytochrome P450, catalyzes the synthesis 

of neurosteroids 7. alpha. -hydroxy 

dehydroepi androsterone and 

7. alpha. -hydroxy pregnenolone" 

PROC. NAT 9 L . ACAD. SCI. USA, 

vol. 94, no. 10, 13 mai 1997 (1997-05-13), 

pages 4925-4930, XP002163976 

abrege 

page 4925, colonne de droite, ligne 36 
-page 4926, colonne de gauche, ligne 4 
tableau 1 

W0 96 12810 A (UNIV EDINBURGH ; LATHE 
RICHARD (GB); ROSE KENNETH ANDREW (GB); 
STAP) 2 mai 1996 (1996-05-02) 
page 9, ligne 10-14 
page 21, alinea 3.4.1 
page 26, ligne 23 -page 27, ligne 6 
revendi cations 23-25 

K0SHCHEYENK0 K A ET AL.: "Immobilization 
of living microbial cells and their 
application for steroid transformations." 
ENZYME AND MICROBIAL TECHNOLOGY, 
vol. 5, no. 1, 1983, pages 14-21, 
XP000990744 
abrege; tableau 1 

page 14, colonne de droite, ligne 24 -page 
15, colonne de gauche, ligne 2 
page 17, colonne de droite, ligne 16-25; 
figure 5 

WARD 0 P ET AL.: "Reductive 

biotransformations of organic compounds by 

cells or enzymes of yeast;" 

ENZYME AND MICROBIAL TECHNOLOGY, 

vol. 12, no. 7, 1990, pages 482-493, 

XP000990784 

abrege 

page 483, colonne de gauche, ligne 3-29 
page 489, colonne de gauche, ligne 41-54 
page 491, colonne de gauche, ligne 29-31 
page 491, colonne de gauche, ligne 58 
-colonne de droite, ligne 12 



14,17 



3-6 



1,14,16 



8-11,15 



8-11,15 



Foimulaire PCT/ISA/2 10 (suite de la deuxieme teutfte) (juiBei 1992) 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECH 



E INTERNATIONALE 



iternationale No 



PCT/FR 00/02753 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categorie c 


Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 


no. des revendications visees 


A 


TLJASAKT M FT Al • "Si fp-di rprtpd 


1 3-6 
1,0 o , 




mutaoenesis of mouse steroid 

III U w %A VI V# 1 1 w %J 9 %} V/ 1 III w wl O V_- O w W ■ V/ 1 V* 


12, 14 




7-alpha-hydroxyl ase (cytochrome 






P-450-7alpha): Role of residue-209 in 






dptppmininn ^fproi H-rvtfirhrnmp P— 4^0 

UCUCI III 1 II 1 1 1 y O UCI \J 1 VJ V^jf II \J\ 1 IC 1 T JU 






interaction " 






BIOCHEMICAL JOURNAL 






vol 291 no 2 1993 oaaes 569-573 












aui eye 






jJayc D / \J j LU I Ulll It: Uc Ul u I Lc , l l y lit; U CO 




A 
M 


NAGATA K FT Al "Rat tpst o<;tprnnp 


i , o o , 




7al Dha— hvdrox vl ase Isolation seauence 


12, 14 




and pxnrpssion of cDNA and its 

□ i iu cApi coo i uii u i ^ unn u 1 1 vj iuo 






developmental regulation and induction by 






3-methyl chol ant hrene. " 






JOIIPNAI OF RTOI O^TPAI PHFMTSTRY 






vol ?6? no 6 






25 fevrier 1987 M987-02-25} Daaes 






2787-2793 XP002163977 






Ahrpnp 

aui eye 






nanp ?7Q1 rolonnp dp nanrhp 1 i nnp 1 

\j oyc l / 71 , i uii i ic vie y auLi ic , i i y i te x 






CU I Ul Hie Uc Ui Ul Lc, 1 1 y lie , TiyUieo , 3 




r , a 


ATHFNSTAEDT K FT AL • 






11 1— Arul Hi hvrtrnvvarpf onp— nhrtcnhatp 

1 ttv-jr 1 U 1 1 IjrU I UAyoLclUlle |Jl IUoLM laLtr 






reductase (Ayrlp) of the yeast 






Saccharomyces cerevisiae encoded by the 






open reading frame YIL124w is a major 






component of lipid particles" 






JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 






vol . 275, no. 1, 






7 janvier 2000 (2000-01-07), pages 






235-240, XP002144501 






abrege 











•"oimulaire PCT/ISA/210 (suite do la deuxteme teuWe) (tuiUat 1992) 



Daae 3 de 3 



RAPPORT DE RECUfcSCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatifs a^Wembresde families de brevets 



• 



iter nation ale No 

PCT/FR 00/02753 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
tamille de brevet) s) 



Date de 
publication 



WO 9737664 



16-10-1997 



AU 
AU 
CA 
EP 



716503 B 
2302197 A 
2250874 
0954317 



JP 2000511404 
ZA 9703013 



WO 9612810 



02-05-1996 



AU 
AU 
CA 
EP 
JP 
NZ 
US 



711903 B 
3670395 A 
2203105 
0795017 
10512739 

294019 
5976850 



24-02-2000 
29-10-1997 
16-10-1997 
10-11-1999 
05-09-2000 
09-10-1998 



WO 9940203 


A 


12-08-1999 


FR 


2774393 A 


06-08-1999 






AU 


2171499 A 


23-08-1999 








BR 


9904771 A 


21-03-2000 








CN 


1263558 T 


16-08-2000 








EP 


0977868 A 


09-02-2000 








HR 


990303 A 


30-04-2000 








HU 


0002858 A 


28-12-2000 








PL 


336301 A 


19-06-2000 








SK 


133199 A 


16-05-2000 



21-10-1999 
15-05-1996 
02-05-1996 
17-09-1997 
08-12-1998 
28-05-1999 
02-11-1999 



Formulate PCT/tSA/2 10 (annexe tamilles de brevets) (juillet 1992) 



